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Foi mostrado anteriormente que os transportadores de glutamato controlam 
eficientemente atividade de rede no cérebro imaturo de roedores prevenindo a 
geração de crises. Em particular, inibição de transportadores de glutamato pelo 
DL-TBOA produz um padrão patológico no eletroencefalograma de ratos recém 
nascidos registrados em livre movimento. Esse padrão é composto de crises 
parciais e de breves surtos paroxísticos recorrentes alternados com períodos 
silenciosos caracterizados como atividade de “surto-atenuação”. A associação de 
surto-atenuação e crises parciais é observada em recém nascidos cometidos de 
encefalopatias epilépticas precoces, levantando a possibilidade que 
transportadores de glutamato podem estar implicados nesta síndrome epiléptica. 
Curiosamente, TBOA produz despolarizações recorrentes de longa duração e surtos 
de potencial de ação em interneurônios e células piramidais em fatias corticais. 
Esse padrão referido como “Slow Network Oscillations” (SNOs) e as crises 
observadas em vivo, são bloqueadas por antagonistas de receptores NMDA (APV), 
sugerindo que ambos compartilham mecanismos similares. Assim SNOs 
providenciam um modelo in vitro para investigação dos mecanismos envolvidos na 
gênese de atividades paroxísticas. 
Utilizando registros eletrofisiológicos, nós mostramos que SNOs refletem dois 
processos que ocorrem durante a inibição de transportadores de glutamato: (1) 
Um aumento local da concentração de glutamato que ativa ambos receptores 
NMDA e metabotrópicos (mGluRs) de glutamato de maneira tônica. A ativação 
de mGluRs reduz a corrente de potássio (IM) aumentando a excitabilidade 
neuronal. (2) Uma liberação fásica de glutamato que escapa da fenda sináptica 
(“spillover”) e ativa receptores NMDA extra-sinápticos localizados em ambos 
interneurônios e células piramidais. Utilizando microscópio de dois fótons multi-feixe, 
nós analisamos a dinâmica de cálcio das SNOs e mostramos que elas são 
associadas com ondas recorrentes de cálcio. As ondas de cálcio SNOs não se 
originam em locais específicos e se propagam lentamente de maneira 
unidirecional ativando toda a rede neuronal. 
Assim, propomos que a redução tônica de IM torna a rede neuronal propensa à 
geração de crises. As atividades paroxísticas são geradas uma vez que os 
neurônios são suficientemente despolarizados atingindo um potencial de 
membrana onde IM é normalmente ativada. Nossos resultados indicam que essa 
despolarização ocorre devido à ativação de receptores extra-sinápticos NMDA. 
De maneira geral, nossos experimentos revelam que receptores mGluRs e NMDA 
trabalham em sinergia desempenhando um papel importante na geração de 
crises. Nós especulamos que esta sinergia acontece em patologias neuronais 









It has been previously shown that cell-surface glutamate transporters efficiently 
control network activity in the maturing rodent brain, preventing the generation of 
seizures. In particular, inhibition of glutamate transporters by DL-TBOA leads to a 
pathological EEG pattern in freely moving rat pups. This is composed of partial 
seizures and recurrent short paroxysmal bursts, alternating with silent periods, and is 
characteristic of “suppression burst” activity (SB). The association of SB and partial 
seizures is observed in neonates suffering from early epileptic encephalopathy, 
raising the possibility that glutamate transporters could be implicated in this 
syndrome. Interestingly, TBOA produces recurrent long lasting depolarizations and 
bursts of action potentials in interneurons and pyramidal cells in cortical slices. This 
pattern referred to as slow network oscillations (SNOs) and the seizures observed in 
vivo, were blocked by the NMDA receptor antagonist (APV), suggesting that they 
share similar mechanisms. Therefore, SNOs provide a suitable in vitro model for 
investigating the mechanisms involved in the genesis of paroxysmal activity. 
Using electrophysiological recordings we show that SNOs reflect two processes that 
occur during inhibition of glutamate transporters: (1) An ambient increase in 
glutamate concentrations, that tonically activates both NMDA receptors and 
glutamate metabotropic receptors (mGluRs). The activation of mGluRs reduces the 
potassium current (IM), increasing neuronal excitability. (2) A phasic release of 
glutamate that spills out of synapses and activates extrasynaptic NMDA receptors 
located in both interneurons and pyramidal cells.  
Using multibeam two-photon microscopy, we analyzed SNOs calcium dynamics 
and show that they are associated with recurrent calcium waves. The SNOs calcium 
waves do not have specific sites of origin however they slowly propagate in a 
unidirectional manner, activating the entire network. 
Together, we propose that the tonic reduction of IM makes the neuronal network 
prone to the generation of seizures and the paroxysmal activity is generated when 
neurons are sufficiently depolarized, and reach the membrane potential where IM is 
normally activated. Our data indicate that this depolarization occurs due to 
activation of extrasynaptic NMDA receptors.  
In total our experiments reveal that mGluRs and NMDA receptors work in synergy 
playing an important role in the generation of seizures. We speculate that this 
synergy happens in neuronal pathologies associated with an imbalance in 
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INTRODUÇÃO GERAL  
 Mecanismos do desenvolvimento durante a formação cerebral prepara o 
Sistema Nervoso Central (SNC) para o resto de nossas vidas. Etapas cruciais 
durante a neurogênese representam um guia espaço-temporal do cérebro 
imaturo para alcançar expectativas corretas. Neurogênese, migração neuronal, 
sinaptogênese e maturação fazem parte deste processo. Em estágios 
embrionários, o nascimento de células nervosas é seguido de uma migração 
neuronal precisa onde os neurônios alcançam alvos específicos para começar a 
formas conexões locais e à longa distancia formando redes neuronais locais. 
Assim, essas redes neuronais interconectam o cérebro e programa-o para o 
futuro. Perturbações de qualquer um destes eventos podem alterar o 
desenvolvimento normal do cérebro e das atividades de rede levando a 
inúmeras doenças neurológicas após o nascimento incluindo epilepsia que 
constitui uma das principais doenças neurológicas observada em humanos. 
Atualmente é estimado no mundo inteiro que 10.5 milhões de crianças com 
menos de 15 anos sofrem de epilepsia (Guerrini 2006). Múltiplos tipos de epilepsia 
foram classificados; com diferentes etiologias (malformação cerebral, mutações e 
deleções genéticas, canalopatias, desordens metabólicas), diferentes 
apresentações clinicas (EEG, manifestações clinicas), e diferentes diagnósticos, 
etc. Estudos epidemiológicos demonstram que a incidência de crises epilépticas 
é mais alta durante os primeiros anos de vida (Hauser 1993). Deste modo, é 
amplamente aceito que o cérebro imaturo, por razões não bem entendidas, é 
extremamente mais excitável quando comparado ao cérebro adulto. Embora, 
nosso conhecimento sobre as causas e razoes porque síndromes epilépticas 
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específicas aparecem ainda é muito limitado. Estudar como a atividade cortical 
de rede se desenvolve é, portanto crucial para um melhor entendimento desta 
hiperexcitabilidade do cérebro em maturação e para determinar possíveis 
perturbações do desenvolvimento que podem levar a uma atividade cerebral 
patológica. Este tipo de estudo pode somente ser executado em animais e em 
particular em roedores. O cérebro imaturo destes animais, assim como o de 
humanos, é mais propenso a ter crises durante estágios imaturos do que estágios 
maduros (Ben-Ari e Holmes, 2006) indicando que tal analise é consistente e 
relevante a epilepsias durante a infância. 
 Estudos experimentais demonstraram que esta hiperexcitabilidade 
aumentada do cérebro imaturo está manifestada em varias estruturas corticais 
pela presença de padrões de atividades fisiológicas particulares caracterizadas 
por surtos de população recorrentes e sincrônicos em toda a rede neuronal 
ambos in vivo e in vitro (Galli e Maffei 1988; Ben-Ari et al., 1989; Yuste et al., 1992; 
Garaschuck et al., 2000; Khazipov et al., 2001; Corlew et al 2004; Adelsberger et 
al., 2005). Esses padrões resultam de vários fatores incluindo: 
 
 Ações despolarizantes e excitatórias do neurotransmissor GABA (Ben-Ari et al., 
1989; Ben-Ari 2002; Khazipov et al., 2004; Ben-Ari et al., 2007);  
 Alta resistência de entrada de neurônios imaturos (Moody and Bosma 2005); 
 Excitabilidade intrínseca de neurônios imaturos (Sipila et al., 2006; Safiulina et 
al., 2008). 
Estudos do Laboratório INMED, onde este trabalho foi realizado, enfatizaram 
a importante função dos transportadores de glutamato de controlar atividades 
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corticais imaturas de rede permitindo a expressão de atividades fisiológicas 
evitando a geração de crises. De maneira notável, registros de ratos recém 
nascidos em condição de movimento livre, a inibição de transportadores de 
glutamato produz uma atividade eletrográfica particular composta de crises 
recorrentes parciais e surtos paroxísticos bilaterais e sincrônicos alternados por 
períodos silenciosos. Este último também chamado de padrão “surto-atenuação” 
(Milh et al., 2007). A associação de crises parciais e surto-supressão é 
particularmente interessante, pois são observadas em recém nascidos que sofrem 
de encefalopatias epilépticas precoces (Schlumberger et al., 1992; Aicardi e 
Ohtahara, 2002; Ohtahara e Yamatogi, 2003) levantando a possibilidade de que 
possa existir uma deficiência no transporte de glutamato nessa síndrome severa 
de epilepsia. Curiosamente, o mesmo padrão de surto paroxístico recorrente 
pode também ser gerado in vitro em fatias neocorticais de ratos recém nascidos 
após o bloquear transportadores de glutamato usando DL-TBOA (Demarque et 
al., 2004). Este padrão de atividade referido como Slow Network Oscillations 
(SNOs) é associado com surtos de potencial de ação e assim como as crises in 
vivo, ambas são completamente abolidos pelo antagonista de receptores NMDA 
indicando que SNOs in vitro e o padrão eletrográfico patológico in vivo 
compartilham características similares. Por isso, SNOs providenciam um modelo in 
vitro para investigar os mecanismos patológicos envolvidos na gênese de 








1. DURANTE O DESENVOLVIMENTO 
 
No decorrer dos últimos 20 anos, a pesquisa do cérebro avançou 
extensivamente usando alta tecnologia e abordagens inovadoras com a 
intenção de compreender as complexidades do cérebro humano composto de 
bilhões de células e trilhões de conexões. Hoje, graças a neurologistas e 
neurocientistas que foram capazes de desvendar vários aspectos sobre as 
funções cerebrais, possuímos uma compreensão muito melhor sobre os incríveis 
mecanismos deste complexo e incrível órgão humano. Porém, a compreensão de 
todas as funções do cérebro humano ainda está longe de ser totalmente 
esclarecida.  
Uma estratégia usada para decifrar os mistérios do cérebro é estudar o 
cérebro imaturo e investigar como os circuitos nervosos são formados e as 
maneiras que eles podem ser modificados durante a maturação. De acordo com 
Santiago Ramon y Cajal, um dos fundadores da neurociência moderna, “the 
Young wood, in the nursery stage... rather than the impenetrable... full grown forest 












Figura 1: Santiago Ramón y Cajal e seus estudos anatômicos. 
A: Auto-retrato de Santiago Ramón y Cajal (1852-1934); 
B: Fotomicrografia moderna de um pequeno segmento de uma das 
representações de Cajal representando uma célula piramidal do córtex cerebral; 
C: Representação do hipocampo feita por Cajal. Desenho foi feito a partir da 
coloração de impregnação de nitrato de prata de Camillo Golgi (1843-1926) 
chamada naquela época de “la reazione nera” ou  “a reação negra”. 
 
Uma importante diferença da imaturidade cerebral consiste na atividade 
eletrofisiológica observada durante os primeiros dias de vida. O cérebro imaturo 
está sempre funcionando enquanto cresce e se altera. Assim, a atividade imatura 
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conseqüentemente é muito importante estudar e entender como são expressas 
essas atividades durante o início da vida. 
Com este objetivo, a pesquisa sobre o cérebro vem utilizando resultados 
experimentais que surgem de ratos recém nascidos e a comparação de eventos 
neuronais nos cérebros em desenvolvimento entre roedores e humanos é com 
certeza uma importante questão (Holmes 1986; Moshe, 1987). Portanto, esse tipo 
de estudo permite aos neurocientistas aprender mais sobre como os cérebros 
imaturos se alteram durante o desenvolvimento e quanto vulneráveis eles podem 
ser. 
Algumas conveniências de estudar roedores são: (1) ratos recém nascidos 
são realmente imaturos e os níveis de maturação cerebral destes animais 
correspondem ao desenvolvimento pré-natal humano (bebês prematuros). (2) O 
desenvolvimento pós-natal em ratos é mais rápido e o estágio maduro 
comparável com o de recém-nascidos humanos se dá cerca do décimo dia pós-
natal (a maturação cerebral começa a partir do 35º dia de vida). E (3) os ratos 
nascem durante todo o ano e as variações de estação são restritas a suas 
acomodações (Dobbing, 1970). 
E como a primeira semana de vida de roedores é equivalente ao ultimo 
período de gestação humano, isso permite estudos importantes em bebês 
prematuros. Graças a esses pequenos animais, nos fomos capazes de investigar e 
decifrar complexos mecanismos sobre a neurogênese. Os períodos de 
desenvolvimento do cérebro de roedores e o correspondente período do 
desenvolvimento do cérebro humano esta ilustrado na tabela 1. 
PDF Created with deskPDF PDF Writer - Trial :: http://www.docudesk.com
 9 
Assim, a maior parte do conhecimento sobre o desenvolvimento do 
cérebro é baseada em estudos animais experimentais e a translação da ciência 
básica em regras para a aplicação em humanos é relativamente direta quando 
os mecanismos envolvidos são similares entre roedores e humanos. Porem, a 




Stages of human development   Stages of rat development 
 
         Full-term newborn     P8-10 
         Infant/toddler     P12-18 
         Peripubertal child      P25-32 
         Onset of puberty     P32-38 
         Adult       >P60 
 
Tabela 1: Comparação das etapas de desenvolvimento entre humanos e ratos. 
Note que o desenvolvimento do cérebro de roedores e mais rápido comparado 
com o desenvolvimento do cérebro de humanos e cerca do 60º dia de vida em 
roedores corresponde ao estágio adulto em humanos. Dias pós-natais (P). 
Adaptado de (Haut et al., 2004) 
 
1.1. Propriedades gerais do cérebro imaturo 
 
Quando comparado ao cérebro adulto, o cérebro imaturo difere por vários 
mecanismos (Holmes, 1997). Na verdade, é muito importante saber o que 




COMPARISON OF BRAIN DEVELOPMENT IN HUMANS AND RATS 





Figura 2: Etapas do desenvolvimento cerebrais de ratos e humanos. 
Etapas cruciais da neurogênese estão representadas em ambos humanos e 
roedores. (Morgane et al., 2002) 
 
Existe uma parte considerável do desenvolvimento cerebral que ocorre 
após o nascimento (Dobbing and Stands, 1979; Winick, 1986). A longa trajetória 
do desenvolvimento cerebral começa poucos dias após a concepção e 
continua através de todo o período de adolescência. Os processos que 
estabelecem a estrutura e o funcionamento do cérebro consistem no 
desenvolvimento de rede de sinapses que interconecta neurônios 
progressivamente e os programa para funções específicas.  
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A etapa mais dramática do desenvolvimento do sistema nervoso acontece 
durante os primeiros dias de vida. Os processos de desenvolvimento responsáveis 
por estabelecer a estrutura e as funções do cérebro irão conectar as redes de 
sinapses em desenvolvimento que, por sua vez, irão interconectar as células 
nervosas e programar progressivamente os neurônios à suas funções. Os marcos 
do desenvolvimento cerebral, desde o período pré-natal até o pós-natal, 
envolvem o desenvolvimento e migração de células cerebrais para o seu 
adequado posicionamento final, o rearranjo das células nervosas através do 
espraiamento de novos axônios ou através da expansão da superfície dendrítica; 
a formação de conexões, ou sinapses entre as células nervosas; e a adição pós-
natal de outros tipos de células, especialmente células gliais. Por isso, fascinios 
com os primeiros estágios do desenvolvimento cerebral é claramente 
compreensível. Durante este período a medula espinhal também se forma bem 
como quase todos os bilhões de neurônios do cérebro maduro. O duplo processo 
de diferenciação e migração celular estabelece as funções dos neurônios, e a 
sinaptogênese procede em ritmo acelerado. Esses processos representam uma 
elaborada ação combinada entre atividade genética e o ambiente circundante 
ambos dentro e fora da criança. 
 A taxa de desenvolvimento das sinapses, particularmente em estudos que 
mostram a existência de um tremendo surto da formação sináptica muito cedo 
durante a vida, é seguida de um declínio no número de sinapses, aparentemente 
se estendendo até a adolescência em algumas áreas do cérebro. Junto com 
evidências de que as sinapses que são utilizadas são mantidas e aquelas que não 
são utilizadas são eliminadas, o conceito mais utilizado se exprime por “use it or 
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lose it” nos primeiros dias de vida. Portanto, acontece que a eliminação de 
sinapses é uma parte normal do desenvolvimento. No córtex cerebral humano, a 
sinaptogênese é caracterizada pela rápida proliferação e super produção de 
sinapses, seguida de uma fase de eliminação de sinapses ou “pruning” que 
eventualmente diminui o número de sinapses ao seu nível adulto (Huttenlocher, 
1979; Huttenlocher and Dabholkar, 1997) (Figura 3A). Há muito tempo, cientistas 
têm refletido sobre a finalidade da superprodução e a perda sináptica. Uma das 
primeiras observações foi feita, novamente, pelo espanhol neuroanatomista e 
ganhador do Prêmio Nobel Santiago Ramón y Cajal:  
“I noticed that every ramification, dendritic or axonic, in the course of 
formation, passes through a chaotic period, so to speak, a period of trials, during 
which there are sent out at random experimental conductors most of which are 
destined to disappear. . . . What mysterious forces precede the appearance of the 
processes, promote their growth and ramification . . . and finally establish those 
protoplasmic kisses, the intercellular articulations, which seem to constitute the final 


















Figura 3: O desenvovimento do cérebro humano. 
A: Sequência temporal da sinaptogênese no cérebro humano 
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 Uma formulação mais moderna sobre essa história de amor começou com 
o relato de Cragg (1975) onde ele mostrou que o córtex visual de gatos produz 
um número superior de sinapses durante o desenvolvimento do que terá na fase 
adulta (Cragg, 1975). Posteriormente, trabalhos em macacos e gatos por Hubel e 
Wiesel e seus colaboradores (LeVay et al., 1980) demonstraram que, como o 
funcionamento fisiológico do córtex visual tornou-se mais refinado e preciso, as 
conexões sinápticas anatômicas foram também aprimoradas. Aquelas que se 
adaptam com a função serão conservadas, e as que não se adaptam serão 
eliminadas. 
 Assim, as sinapses parecem ser programadas e devem ser eliminadas, caso 
não estejam funcionalmente confirmadas. Embora os dados não sejam tão 
completos em sentidos, é razoavelmente claro que a construção da organização 
de sistemas neurais que orientam o desenvolvimento motor e sensorial envolve a 
produção de um excesso de ligações seguidas por algum tipo de poda que 
deixa o sistema em uma estrutura organizada de forma mais precisa.  
Estudos com animais indicam que o início do período pós-natal representa 
uma janela crítica de desenvolvimento na qual a sinaptogênese está em 
andamento e a plasticidade neuronal está aumentada em comparação com os 
adultos. A transmissão sináptica excitatória mediada pelos receptores de 
glutamato é necessária para estes processos e está reforçada no cérebro 
imaturo, em comparação com a dos adultos (Fox, 1996; Swann et al., 1999). 
A densidade sináptica sofre uma superação pós-natal antes de ser 
"podada" em níveis adultos, e isso é interessante, pois, em paralelo, ocorre 
também uma superexpressão de receptores de glutamato. Em roedores, a 
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expressão de receptores de glutamato é mais elevada na segunda semana pós-
natal (Insel et al., 1990; McDonald et al., 1992), uma fase aproximadamente 
análoga ao período neonatal humano no que diz respeito a um número de 
parâmetros anatômicos, fisiológicos e bioquímicos (Romijn et al., 1991). Fatores 
adicionais que regem a transmissão sináptica e a excitabilidade neuronal 
continuam a mudar durante esta janela de desenvolvimento, incluindo a 
expressão e a composição molecular de neurotransmissores, receptores e 
transportadores, peptídeos neuromodulatórios e receptores de neuropeptídeos, 
canais iônicos dependentes de voltagem, e os mecanismos de homeostase 
iônica. 
Estas características do cérebro imaturo, seu papel essencial durante a 
correta maturação cerebral, a dependência de atividades imaturas e sua 
possível relação com a epilepsia no desenvolvimento cerebral são discutidos 
neste trabalho. Particularmente, o hipocampo representa uma importante 
estrutura cerebral, freqüentemente utilizada por pesquisadores, onde sua 




A formação hipocampal compreende o giro denteado, o hipocampo 
propriamente dito, o complexo subicular e o córtex entorrinal. Este conjunto de 
estruturas é considerado parte do sistema límbico e está situado no interior do 
lobo temporal do cérebro. Devido à estrutura simples e regular, bem como a 
simplicidade dos circuitos neuronais, o hipocampo é frequentemente utilizado 
como um modelo para estudos de questões de desenvolvimento em 
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neurobiologia (Figura 4). Várias partes do hipocampo são diferentemente 
vulneráveis aos danos e a reorganização neuronal em condições patológicas 







Figura 4: Formação hipocampal.  
A: Representação longitudinal do hipocampo em seres humanos;  
B: Cérebro de um rato e uma secção transversal do hipocampo mostrando o 
circuito trisináptico. Via Perforante (PP), giro denteado (DG); Fibras Musgosas (MF); 
Colaterais de Schaffer (sc); Cornus Ammonis (CA3 e CA1).  
Adaptado de (Amaral e Witter, 1989) 
 
2.1. Funções   
Assim como outras estruturas profundas do lobo temporal, o hipocampo 
está envolvido no armazenamento de vestígios da memória de longo prazo em 
A 
B 
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humanos e outras espécies de mamíferos (Amaral e Witter, 1989; Milner et al., 
1998; Eichenbaum et al., 1999; Eichenbaum , 1999; Kim e Baxter, 2001; Burgess, 
2002; Burgess et al., 2002). Nos humanos, o hipocampo está envolvido na memória 
declarativa, definida como uma memória para fatos e eventos e em 
contrapartida ele não está envolvido em memória não declarativa, expressa por 
meio de uma ação única (Squire e Zola, 1996; Eichenbaum, 2000). 
 
2.2. Organização neuronal  
O hipocampo ou Cornus Ammonis (Ammon's horn) é dividido em sub-
regiões CA1, CA2 e CA3 (Amaral, 1993). Ramón y Cajal (1893) e Lorente de No 
(1933, 1934) descreveram em suas obras clássicas o básico circuito trisináptico do 
hipocampo. Este circuito foi então caracterizado: compreende conexões 
glutamatérgicas excitatórias (Amaral e Witter, 1989) e está dividido em giro 
denteado formado por células granulares e do Cornus Ammonis (CA1 e CA3), 
formado por células piramidais. O circuito trisináptico hipocampal esta descrito 
abaixo: 
 O giro denteado é considerado a entrada do hipocampo que recebe 
aferências do córtex entorrinal através da Via Perforante; 
 As projeções das células granulares do giro denteado têm como alvo o hilo 
e principalmente os dendritos proximais das células piramidais de CA3 
através das fibras musgosas. 
 Os axônios das células piramidais de CA3 projetam-se ao hipocampo 
contralateral (região de CA1 e hilo) e principalmente para o stratum 
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radiatum ipsilateral de CA3, onde os dendritos apicais das células 
piramidais de CA1 estão localizados através das Colaterais de Schaffer. 
 A região de CA1 é a última parte do circuito trisináptico hipocampal e 
representa a saída do hipocampo. Os axônios das células piramidais de 
CA1 projetam-se ao subiculum, córtex entorrinal e córtex pré-frontal 
(Amaral e Witter, 1989) (ver figura 4B). 
 
A população dos neurônios hipocampais é composta por células principais 
e interneurônios. As células principais representam 90% da população de 
neurônios hipocampais e consistem nas células piramidais e granulares. Elas são 
excitatórias e transmitem a informação para região hipocampal adjacente ou 
para outra estrutura cortical. A transmissão excitatória, nas células principais, é 
mediada pelo neurotransmissor glutamato. Os interneurônios (10%) são inibitórios e 
controlam da atividade das células principais através da mediação do 
neurotransmissor inibitório GABA. Durante o desenvolvimento cerebral, um terceiro 
tipo de população neuronal esta presente transitoriamente no hipocampo e são 
chamadas de células Cajal-Retzius que participam na migração neuronal e na 
correta formação das primeiras sinapses (Frotscher, 1998). 
As células piramidais do Cornus Ammonis possuem uma organização 
laminar precisa onde os corpos celulares estão alinhados e formam o stratum 
pyramidale, os dendritos basais definem o stratum oriens, a parte proximal do 
dendrito apical forma o stratum lucidum (somente na região CA3) e o stratum 
radiatum e, finalmente, a parte distal dos dendritos apicais formam o stratum 
lacunosum moleculare. Por outro lado, interneurônios não são organizados e 
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estão dispersos por todo os strata oriens, pyramidale, radiatum e lacunosum 
moleculare. Além disso, células piramidais não são exclusivamente restritas à 
camada piramidal e, de fato, existe um pequeno número de células piramidais 
ectópicas situadas fora desta camada. 
Os interneurônios no hipocampo utilizam GABA como neurotransmissor 
(Freund e Buzsaki, 1996) e diferem das células principais devido a 
heterogenicidade da localização de seus corpos celulares, zona de projeções 
axonais, morfologia dos dendritos e seus conteúdos bioquímicos. Podemos 
distinguir interneurônios pela expressão de proteínas quelantes de cálcio como 
parvalbumina, calretinina ou calbindina e pela presença de neuropeptídeos 
como colecistocinina, somatostatina ou peptídeo intestinal vasoativo (Freund e 
Buzsaki, 1996; Somogyi e Klausberger, 2005). O perfil da expressão dessas 
proteínas, juntamente com as zonas de arborização dendrítica e projeções 
axonais dos interneurônios no hipocampo, classifíca-os em diferentes classes 
(Freund e Buzsaki, 1996, Parra et al., 1998; Somogyi e Klausberger, 2005). 
O hipocampo é igualmente preenchido com células gliais (astrócitos, 
oligodendrócitos, microglia e fibroblastos), que não estão diretamente envolvidos 
com a transmissão das informações, mas possuem funções específicas. 
Resumidamente, os astrócitos representam 75% das células não-neuronais, que 
cobrem os vasos sanguíneos formando a barreira hematoencefálica (BBB) e 
englobam as sinapses com as suas extensões sendo o principal responsável pela 
síntese e recaptação de neurotransmissores (Beach et al., 1982). Os 
oligodendrócitos são responsáveis pela mielinização de grandes axônios. As 
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células da microglia fagocitam resíduos celulares e os fibroblastos servem como 
suporte celular. 
 
2.3. Região CA1 
A região hipocampal de CA1 tem sido alvo de uma série de estudos. 
Graças a estes estudos, a região de CA1 foi muito bem definida anatomicamente 
e os tipos células de CA1 foram classificadas de acordo com a sua localização e 
conexões entrada e saída. A diversidade das células de CA1 (Figura 5) é 
representada por, pelo menos, três classes de células piramidais interligadas com 
mais de 21 diferentes interneurônios responsáveis pelas entradas e saídas desta 
estrutura altamente conectada (Klausberger e Somogyi, 2008). Resumidamente, a 
região de CA1 representa a última parte do circuito trisináptico e é alvo principal 
dos axônios das células piramidais de CA3, as Colaterais de Schaffer. O corpo 
celular das células piramidais desta região é mais fino do que as células presentes 
na região de CA3. Estas células têm apenas um dendrito, orientado radialmente, 
que se divide no stratum radiatum. Geralmente, este dendrito termina como um 
bando de finas ramificações no stratum lacunosum moleculare atingindo a fissura 
hipocampal. Os dendritos basilares penetram no stratum oriens e chegam ao 
alveus. Além disso, a sua arborização dendrítica é coberta de espinhos 
dendríticos. Seu axônio emerge a partir da parte apical do corpo celular ou, às 
vezes, a partir do dendrito basal em direção ao alveus. As principais células da 
região CA1 projetam-se principalmente para a subiculum e para o córtex 
entorrinal, mas elas podem também se projetar para outras estruturas corticais do 
sistema límbico, para o septo lateral, para o núcleo accumbens e bulbo olfatório.  
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Como já mencionado, a região de CA1, juntamente com o subiculum, 
representam a principal via de saída do hipocampo. Assim, esta região é 
particularmente importante para as funções hipocampais. Além das colaterais de 
Schaffer, as células piramidais de CA1 também estão conectadas às células 
piramidais da camada III do córtex entorrinal. As células localizadas na parte 
medial do córtex entorrinal contactam as células piramidais mais proximais de 
CA1 (próximo à região de CA2). E as células situadas na parte lateral do córtex 
entorrinal contactam células piramidais distais de CA1 (perto do subiculum). 
Curiosamente, outro tipo de célula foi descrito no stratum radiatum de CA1. Estas 
células têm dois dendritos apicais primários ao longo de toda a camada e um 
axônio que envia diversas colaterais para o stratum oriens da região de CA1 
antes de se direcionar à fimbria ou torna-se mielinizado. Estas células são 


















Figura 5: Diversidade das células da região de CA1 do hipocampo.  
Células piramidais (3 tipos) e interneurônios (21 classes) são representadas em 
conjunto com cinco entradas glutamatérgicas indicado à esquerda. O soma e 
dendritos de interneurônios que inervam células piramidais (azul) estão 
representados em laranja e aqueles que inervam outros interneurônios estão em 
rosa. Axônios estão em roxo e as principais terminações sinápticas estão em 
amarelo.  
Adaptado de (Klausberger e Somogyi, 2008) 
 
2.4. Aspectos do desenvolvimento e transmissão sináptica imatura 
O desenvolvimento e a formação de circuitos neuronais consistem na 
migração neuronal, arborização, o estabelecimento de conexões sinápticas e 
poda (eliminação neuronal) (Ben-Ari et al., 1997). No entanto, esses eventos 
acontecem concomitantemente com a dependência de atividade sináptica 
precoce, onde neurotransmissores irão desempenhar um papel importante na 
maturação do cérebro. Para investigar a ontogenia do hipocampo, circuitos 
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neuronais do hipocampo e proliferação neuronal têm sido intensamente 
estudados nos ratos que tem um período gestacional de 21 dias. 
No que diz respeito à origem da citoarquitetura hipocampal, no rato, 
células piramidais são geradas entre os dias embrionários (E) E16 e E19 na zona 
ventricular do pallium (Bayer, 1980a; Bayer, 1980b; Altman e Bayer, 1990a; Altman 
e Bayer, 1990b). Elas migram radialmente para a placa hipocampal (Nowakowski 
e Rakic, 1981; Rakic, 1995; Nadarajah e Parnavelas, 2002). Posteriormente, a 
camada piramidal será formada e reconhecida como as regiões de CA1 e CA3 
nos dias embrionários E20 e E22, respectivamente. Notavelmente, algumas células 
piramidais ainda são capazes de migrar mesmo após o nascimento (Bayer 1980a, 
1980b Bayer; Altman e Bayer 1990a; Altman e Bayer 1990b). No giro denteado, 
células granulares possuem o desenvolvimento mais tardio e 85% delas são 
geradas após o nascimento (Bayer 1980a; Bayer 1980b). Curiosamente, há ainda 
neurogênese das células granulares na idade adulta atribuindo ao giro denteado 
uma função muito importante na plasticidade (Gage, 2002). No que diz respeito 
aos interneurônios hipocampais, eles são gerados antes das células piramidais 
(Soriano et al., 1986) e têm origem na zona ventricular do subpallium (telencéfalo 
basal), migram tangencialmente para o córtex em desenvolvimento (Pleasure et 
al., 2000; Marin e Rubenstein , 2001) e chegam concomitantemente com o 
aparecimento do hipocampo primordial (Houser e Dupuy, 1996). 
A transmissão sináptica imatura no hipocampo foi estudada utilizando 
modelos animais, como ratos (Tyzio et al., 1999; Hennou et al., 2002) e macacos 
(Khazipov et al., 2001) onde surgiram informações importantes demonstrando que 
as sinapses funcionais GABAérgicas são formadas antes das glutamatérgicas, 
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tanto em interneurônios (Hennou et al., 2002) quanto em células piramidais (Tyzio 
et al., 1999) do hipocampo. A seqüência temporal precisa das diferentes 
formações sinápticas GABAérgicas e glutamatérgicas durante o desenvolvimento 
cerebral foi investigada em ratos no primeiro dia após o nascimento (P0) e três 
tipos de neurônios imaturos na região hipocampal de CA1 foram descritos (Tyzio 
et al., 1999): (Figura 6) 
 Neurônios imaturos (80%) sem arborização dendrítica são chamados 
neurônios silenciosos porque não têm atividade sináptica espontânea 
mesmo se eles manifestam receptores funcionais para o GABA e glutamato;  
 Neurônios imaturos diferenciados (10%) com maior soma e pequenos 
dendritos apicais expressando apenas correntes GABAérgicas; 
 Neurônios imaturos mais diferenciados (10%) com dendritos apicais e basais 






Figura 6: Seqüência temporal da maturação de sinapses hipocampais:  
Os neurônios silenciosos estão mostrados em verde, os neurônios que possuem 
correntes pós-sinápticas (PSCs) mediadas pelos receptores GABA estão 
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representados em vermelho, neurônios com ambas correntes pós-sinápticas 
mediadas por ambos receptores GABA e NMDA estão representados em preto e 
os neurônios que possuem correntes mediadas pelos receptores GABA, NMDA e 
AMPA estão em azul.  
Adaptado de Tyzio et al., 1999 
 
Khazipov e co-autores, em um trabalho muito elegante, investigaram a 
transmissão sináptica imatura em primatas in utero onde eles encontraram a 
mesma seqüência temporal de formação sináptica (Khazipov et al., 2001), tal 
como descrita em ratos. De acordo com esta seqüência pioneira do 
desenvolvimento de sinapses GABAérgicas também observada em diferentes 
estruturas cerebrais (Ben-Ari, 2001), estas sinapses vão gerar potenciais de ação 
(Khazipov et al., 1997), remover o bloqueio voltagem-dependente de magnésio 
dos canais NMDA (Leinekugel et al., 1997) e elevar a concentração de cálcio 
intracelular (Segal, 1993; Leinekugel et al., 1997) no hipocampo. Assim, os 
importantes processos de durante o desenvolvimento cerebral são fortemente 
regulamentados pelo GABA e sua atividade. Esses processos incluem crescimento 
neuronal (LoTurco et al., 1995), diferenciação neuronal (Belhage et al., 1998), 
proliferação e migração (Behar et al., 1996, Barker et al., 1998), taxas de 
crescimento de processos neuronais (Barbin et al., 1993; Belhage et al., 1998) e 
formação de sinapse e agrupamento neuronal (Davies et al., 1998; Khazipov et 
al., 2001).  
Sinapses glutamatérgicas também são essenciais durante o 
desenvolvimento cerebral. A conectividade sináptica glutamatérgica no 
hipocampo se desenvolve durante as duas primeiras semanas de vida (Fiala et 
al., 1998; Hsia et al., 1998; Tyzio et al., 1999) e foi demonstrado, mais 
especificamente, durante a sinaptogênese, que os neurônios expressam ambos 
PDF Created with deskPDF PDF Writer - Trial :: http://www.docudesk.com
 26 
receptores funcionais de superfície AMPA e NMDA (Tyzio et al., 1999)e acredita-se 
que ambos contralam a migração neuronal (Lujan et al., 2005) e iniciam 
sinaptogênese captando glutamato presente no espaço extracelular (Demarque 
et al., 2002; Manent et al ., 2005). Os receptores AMPA e NMDA podem estar 
também diretamente envolvidos no processo de sinaptogênese através da 
regulação da circulação de ambas filopodias axonal (Chang e DE, 2001) e 
dendrítica (Oray et al., 2006), estruturas que presumivelmente agem como 
precursores sinápticos (Fiala et al., 1998). Assim, tanto os receptores NMDA quanto 
AMPA estão funcionalmente expressos na superfície dos neurônios desde a 
diferenciação embrionária até o período de sinaptogênese (Cottrell et al., 2000; 
Ben-Ari, 2001). No entanto, na área de CA1 do hipocampo imaturo, acredita-se 
que uma grande proporção das sinapses glutamatérgicas pode estar 
funcionalmente silenciosa, porque elas não respondem a atividade de baixa 
frequência em potenciais de membrana em repouso (Isaac et al., 1995; Durand e 
Konnerth, 1996). Acredita-se também que as primeiras sinapses glutamatérgicas 
são representadas principalmente por receptores NMDA e os receptores AMPA 
aparecem mais tarde durante o desenvolvimento. Brevemente, evitando 
discordâncias entre os estudos, receptores AMPA já estariam presentes nas 
sinapses glutamatérgicas nascentes, mas a sua sinalização pode não ser estável. 
Eles podem se alternar entre dois estados independentes de receptores NMDA e 
receptores metabotrópicos de glutamato (mGluRs): (1) receptores AMPA estão 
presentes na sinapse glutamatérgica mas de maneira lábil (Estado AMPA-lábil) e 
(2) receptores AMPA estão ausentes (Estado AMPA-mudo). Mais importante, a 
atividade glutamatérgica pré e pós-sináptica mediada pela ativação de 
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receptores NMDA pode transformar as sinapses AMPA caracterizadas por este 
período de mudança comportamental em um estado maduro (Estado AMPA-
maduro) (Groc et al., 2006). 
Ambas  transmissões sinápticas GABAérgicas e glutamatérgicas trabalham 
em sinergia e possuem um papel importante durante o desenvolvimento cerebral. 
A liberação de GABA e glutamato fornece informação essencial para a 
maturação de redes neuronais imaturas. No hipocampo, antes do 
estabelecimento completo e funcional das sinapses, células piramidais 
demonstram uma condutância endógena e tônica mediada por receptores 
GABAA (Valeyev et al., 1993; Demarque et al., 2002; Owens e Kriegstein, 2002). A 
corrente tônica glutamatérgica é também responsável pela maturação cerebral 
e estudos demonstram que os níveis de glutamato ambiente têm origem, em sua 
maior parte, a partir de células gliais (Jabaudon et al., 1999, Le et al., 2007). Esta 
corrente é ativada pela ativação de receptores NMDA, não depende da 
liberação neuronal vesicular (Angulo et al., 2004; Fellin et al., 2004; Perea e 
Araque, 2005) e está implicada no controle da freqüência dos disparos de 
potenciais de ação e acoplamento funcional entre compartimentos dendríticos e 
somáticos de neurônios na região de CA1 (Sah et al., 1989). No entanto, esta 
última observação pode depender diretamente das concentrações ambiente de 
glutamato (Cavelier e Attwell, 2005; Le et al., 2007). A ativação dos receptores 
glutamatérgicos, dada por esta corrente tônica, pode também modular a 
liberação pré-sináptica através de receptores cainato dependentes da proteína 
G (KAR) ou mesmo induzir morte neuronal pela ativação de receptores extra-
sinápticos . Em conclusão, a modulação neuronal observada por esta corrente 
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tônica glutamatérgica seria ilimitada e novos experimentos ainda estão sendo 
realizados para melhor caracterizar o papel funcional desta corrente durante o 
desenvolvimento. 
 
3. CANAIS E CORRENTES 
 
Nas células piramidais muito bem caracterizadas de CA1, diferentes tipos de 
canais iônicos permitem a passagem de íons através da membrana produzindo 
correntes específicas, que por sua vez, irão desempenhar diferentes papéis nas 
propriedades de disparo das células e, conseqüentemente, mediar a 
excitabilidade de atividades da rede neuronal. Alterações de voltagem na 
membrana afetam diretamente as atividades de canais iônicos voltagem-
dependentes. Inversamente, correntes fluindo através destes canais determinam 
diretamente a amplitude e a forma de onda dos sinais de voltagem da 
membrana. Por exemplo, em condições normais de potencial de repouso da 
membrana, a presença de canais de sódio e sua ativação sublimiar fornece 
tipicamente uma corrente de entrada (“inward current”) suplementar que 
impulsiona potenciais sinápticos excitatórios, enquanto a ativação dos canais de 
potássio permitem uma corrente de saida (“outward current”) que diminue a 
excitação. 
 
3.1. Canais de potássio e suas correntes  
Os canais de potássio (K+) são proteínas que formam poros na membrana 
que abrem e fecham em resposta a mudanças no potencial elétrico ou químico 
regulando assim o fluxo de íons K+ através da membrana. Todos esses poros 
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possuem uma configuração especifica (Mackinnon et al., 1998, Lu et al., 2001; 
Shealy et al., 2003), onde duas portas estruturais controlam a passagem de íons K+ 
: uma porta na ativação na entrada intracelular e uma porta de inativação lenta 
na entrada extracelular do canal (Doyle et al., 1998). 
Em geral, a ativação dos canais de K+ leva à redução da excitabilidade de 
membrana devido à reversão de potencial hiperpolarizante de íons K+ através da 
membrana plasmática. Os papéis funcionais específicos desempenhados por um 
tipo particular de canais de K+ são determinados pelas propriedades biofísicas do 
canal, tais como a sua cinética de ativação/inativação, dependência de 
voltagem da ativação/desativação, ativação por íons intracelulares e segundo 
mensageiros, etc. Muitas vezes, um neurônio expressa vários tipos de canais de K+ 
que realizam várias tarefas na sinalização celular. Assim, muitas correntes são 
produzidas pelo fluxo de íons potássio através destes canais. Hodgkin e Huxley 
descobriram pela primeira vez, em 1952, a presença de correntes de K+ no axônio 
da lula gigante (Hodgkin e Huxley, 1952), e outras investigações utilizando registros 
intracelulares de patch-clamp foram capazes de isolar e caracterizar diferentes 
tipos de correntes de K+. Estas correntes são separadas por diferentes critérios (isto 
é, sensibilidade a voltagem e cinética de ativação e desativação, sensibilidade 
ao cálcio, farmacologia, sensibilidade aos nucleotídeos e modulação por 
receptores acoplados a proteína G). 
Canais de potássio constituem provavelmente a classe mais variada de 
canais iônicos (Bargmann, 1998). Resumidamente, existem vários tipos de canais 
de K+, incluindo: 
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 canais de potássio ativados pelo cálcio (Pequena (SK), Intermediária (IK) e 
grande (BK ou MaxiK) condutância) que abre em resposta à presença de 
íons cálcio ou outras moléculas sinalizadoras. Eles modulam a atividade 
neuronal controlando a excitabilidade intrínseca, freqüência de disparo 
tônico, adaptações da freqüência de espículas, e repolarização do 
potencial ação. 
 canais de potássio retificadora interna (Kir). A principal propriedade dos Kir 
é que os íons potássio fluem para dentro da célula quando o potencial de 
repouso da membrana é negativo para o equilíbrio potencial de K + (E(K)) 
e, em potenciais de membrana mais positivos, correntes externas são 
inibidas. Assim, eles estão fortemente envolvidos na regulação do potencial 
de repouso da membrana celular.  
 canais de potássio com domínio de dois poros (K(2P)) conduzem o 
vazamento de correntes seletivas de potássio que são principalmente 
independentes do tempo e da voltagem. Estes canais desempenham um 
papel significativo regulando o potencial de repouso da membrana e, 
portanto, controlando a excitabilidade celular.  
 canais de potássio dependentes de voltagem (Kv), são canais iônicos 
dependentes de voltagem que abrem ou fecham em resposta a 
alterações de voltagem da transmembrana (Rudy, 1988; Hille, 1992). 
Desempenham um papel importante na regulação do potencial de 
membrana e excitabilidade neuronal.  
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As principais subunidades de, pelo menos, os primeiros quatro tipos já foram 
identificadas, e são divididas em três grandes grupos baseados em suas 
propriedades estruturais. O primeiro grupo, constituído por seis domínios protéicos 
transmembrana (TMD), são componentes dos canais de potássio voltagem 
dependente (Kv) e dos canais de potássio ativados pelo cálcio. O segundo 
grupo, constituído por duas proteínas TMDS, são componentes dos canais de 
potássio retificador de entrada (Kir). O terceiro grupo, constituído pelos canais de 
potássio com domínio de dois poros (K(2P)), representam os canais de 
"vazamento" de K+. 
 
3.1.1. Correntes de potássio retificadoras de entrada  
As correntes de potássio retificadoras de entrada (IK) são críticas para 
controlar a repolarização do potencial de ação e a duração de espículas (Rudy, 
1988; Storm, 1990). Os neurônios piramidais de CA1 do hipocampo de ratos 
recebem informações de uma variedade de vias neuromoduladoras, e 
expressam receptores para adenosina, serotonina (5-HT) e acetilcolina (ACh). 
Esses receptores são acoplados a Gi, que se dissocia em Ga e Gbg mediante a 
ligação ao GTP. A subunidade Gbg ativa os canais de potássio retificadores de 
entrada ativados pela proteína G (canais GIRK) (Kofuji et al., 1995), o que leva a 
hiperpolarização da membrana e o aumento de sua condutância. O principal 
neurotransmissor inibitório GABA, além de induzir corrente rápida de cloro através 
de receptores GABAA, também causa lenta hiperpolarização quando receptores 
GABAB e seus canais GIRK acoplados são ativados (Andrade et al., 1986). 
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3.1.2. Correntes de potássio dependentes de cálcio 
Pelo menos dois tipos de condutância de K+ nos neurônios piramidais de 
CA1 dependem da concentração de Ca2+ intracelular. Elevação de Ca2+ 
intracelular durante um único potencial de ação e uma despolarização 
concorrente ativa canais BK, o que induz uma rápida repolarização de um único 
potencial de ação, e induz uma rápida pós-hiperpolarização (fAHP) 
imediatamente após o potencial de ação (Lancaster e Adams, 1986; Storm, 1990; 
Sah e Faber, 2002). Existem evidências de que os canais BK em neurônios 
piramidais de CA1 se inativam durante um trem de potenciais ação, o que leva à 
ampliação dos potenciais de ação e redução progressiva da fAHP durante o 
trem. (Shao et al., 1999). Quando um trem de potenciais ação é evocado no 
soma dos neurônios piramidais de CA1, desenvolve-se uma média e lenta pós-
hiperpolarização (sAHP). O trem de potenciais de ação serve para trazer 
suficiente Ca2+ para dentro da célula para ativar as pequenas condutâncias, 
canais de potássio ativados pelo cálcio (canais SK) (Stocker et al., 1999) e outros 
canais não identificados independentes de voltagem ativados pelo cálcio 
(Gerlach et al., 2004), que medeiam a média e lenta pós-hiperpolarização depois 
o trem, respectivamente. 
 
3.1.3. Correntes de potássio dependentes de voltagem  
Canais de potássio dependentes de voltagem (Kv) desempenham papéis 
importantes na manutenção da excitabilidade neuronal, regulando o potencial 
de repouso da membrana, o potencial de membrana entre potenciais de ação e 
a freqüência dos potenciais de ação (Rudy, 1988). Em muitos tipos de células, 
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despolarizações de membrana ativam correntes de K+ com diferentes 
propriedades cinéticas dependentes do tempo e da voltagem. Com base na 
cinética de inativação dependente do tempo, as correntes de K+ podem ser, 
muitas vezes, divididas em quatro componentes. Em neurônios piramidais de CA1, 
a corrente de potássio do tipo A (IA) se inativa dentro de cerca de 100 ms, a do 
tipo D (ID) se inativa dentro de cerca de 500 ms, a corrente de potássio 
retificadora atrasada (IK) tem até 5s para se inativar, a do tipo M (IM) não se 
inativa por pelo menos 15 s. A presença destas correntes em uma célula é muitas 
vezes refletida pelo padrão de disparo dos potenciais de ação. Por exemplo, 
ambas IA e ID e respondem rapidamente a uma despolarização sublimiar. Suas 
ativações levam a um atraso antes do primeiro potencial de ação. A duração 
deste atraso depende de quanto rápido IA ou ID se inativam. IK, por outro lado, se 
ativa lentamente e em voltagens mais despolarizadas do que IA ou ID. Por isso, IK 
pode contribuir à repolarização e determinar a dimensão de um potencial ação. 
Sendo lentamente ativado ou não inativado, IM geralmente contribui nos eventos 
após os potenciais como pós-hiperpolarização média (mAHP) e adaptação do 
potencial de ação (Storm, 1990). Outro canal de potássio dependente de 
voltagem é o canal de potássio ativado pelo cálcio de grande condutância 
(canal BK). Como o nome indica, sua ativação é modulada pelo Ca2+ 
intracelular. 
 
3.1.3.1. Corrente de potássio (IM) 
No que diz respeito ao presente trabalho, uma especial atenção deve ser 
dirigida a corrente de potássio M (IM) e, assim, mais informações são dadas. 
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Em 1980, Brown e Adams descreveram o corrente de potássio chamada 
corrente M (IM). Eles usaram neurônios do sistema simpático de rãs e 
caracterizaram IM como uma corrente de potássio que não se inativa e que pode 
ser ativada lentamente por despolarizações e inibida pela estimulação 
muscarínica (Brown e Adams, 1980). A corrente IM é encontrada em diferentes 
tipos de neurônios (sistema nervoso central e periférico) e pode ser modulada por 
vários tipos de receptores (Marrion, 1997). Muitos segundos mensageiros também 
são implicados na sua regulação, incluindo as proteínas G, cálcio intracelular, 
ácido araquidônico, tirosina quinases e ADP-ribosina cíclica. Sendo a única 
sustentada na gama de iniciação de potencial de ação, a IM controla 
fortemente a excitabilidade neuronal. Fazendo uma analogia, esta corrente está 
constantemente "freiando" disparos repetidos de potencial de ação devido as 
















Figura 7: Corrente M controla excitabilidade neuronal e sincronização.  
A: Corte de um canal tetramérico M, com uma subunidade removida para 
revelar a passagem iônica central através da membrana. Cada subunidade 
consiste em regiões terminais carboxi e amino intracelulares e o componente da 
membrana contém 6 segmentos transmembrana (isto é, S1 até S6). O segmento 
S4 está carregado positivamente e se move em resposta a mudanças no 
potencial da membrana, levando a abertura do canal por uma despolarização. 
B: Entradas excitatórios (setas verdes) induzem despolarização da membrana e 
conseqüentemente único potencial de ação. Depois, o aumento da ativação 
dos canais M hiperpolariza o potencial de membrana, impedindo potenciais de 
ação em resposta às excitações recorrentes.  
C: Quando a atividade do canal M é reduzida, entradas excitatórias induzem a 
múltiplos potenciais de ação. 
 
IM representa, na maioria das vezes, heterotetrâmeros compostos de 
KCNQ2 e KCNQ3 (Wang et al., 1998; Shah et al., 2002) e foi demonstrado que 
tanto KCNQ2 e KCNQ3 são altamente expressos em diferentes regiões cerebrais 
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1998; Cooper et al., 2000; Cooper et al., 2001). Portanto, canais de potássio são 
constantemente relacionados à epilepsia (Biervert et al., 1998, Singh et al., 1998). 
Além disso, esses canais desempenham papéis importantes contribuindo 
para o potencial de repouso da membrana (Yue e Yaari, 2004), oscilação teta 
hipocampal (Hu et al., 2006), adaptação da freqüência de potenciais de ação 
(Yue e Yaari, 2004; Peters et al., 2005 ; Gu et al., 2005), pós-despolarização de 
potencial de ação (Yue e Yaari, 2004; Yue e Yaari, 2006), e pós-hiperpolarização 
(Peters et al., 2005; Gu et al., 2005). 
Curiosamente, inibidores das correntes M, tais como linopirdine e XE-991 
(desenvolvidos como medicamentos para potencializar a cognição no 
tratamento da doença de Alzheimer e outros transtornos da memória) (Lamas et 
al., 1997; Zaczek et al., 1998), podem causar epilepsia em altas doses. E por outro 
lado, retigabine, (abre o canal KCNQ) (Surti and Jan de 2005) pode suprimir crises 
em modelos animais (Dailey et al., 1995; Rostock et al., 1996; Tober et al., 1996). 
Outros estudos mostram que, durante eventos de hipóxia (Jiang et al., 1994; 
Jiang e Haddad, 1994; Gebhardt e Heinemann, 1999) ou após isquemia (Chi e Xu, 
2000; Chi e Xu, 2001), a atividade neuronal de canais de potássio está alterada. 
Evidências em neurônios piramidais de CA1 sugerem que o alta regulação da 
condutância de potássio pode contribuir para a diminuição da excitabilidade 
neuronal após insultos isquêmicos (Chi e Xu, 2000). E finalmente, a baixa expressão 
de canais Kv7/M e a ação despolarizante do GABA logo cedo após o 
nascimento aumenta os surtos intrínsecos e a sincronização neuronal na rede 
hipocampal (Safiulina et al., 2008). 
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4. GABA e Glutamato como principais neurotransmissores do sistema nervoso 
central 
Dois principais neurotransmissores desempenham papéis essenciais na 
transmissão sináptica madura do sistema nervoso central (SNC): GABA (ácido 
gama-amino butírico) responsável pela inibição e glutamato pela excitação. 
Ambos os neurotransmissores são derivados do metabolismo da glicose. O ácido 
alfa cetoglutárico formado no ciclo de Krebs forma glutamato devido à ação da 
enzima chamada GABA transaminase. Os neurônios que posuem um outro tipo 
de enzima denominada ácido glutâmico descarboxilase (GAD) produzem GABA 
a partir do glutamato. Existem duas isoformas da GAD (GAD65 e GAD67) e os 
neurônios que possuem estas enzimas são unicamente GABAérgicos (Erlander et 
al., 1991). O glutamato desempenha um papel muito importante sendo precursor 
da síntese do GABA. Uma vez que o GABA e o glutamato são liberados na fenda 
sináptica, eles irão atuar em receptores ionotrópicos e/ou metabotrópicos 
específicos para o GABA e glutamato, respectivamente. De uma maneira 
totalmente equilibrada, eles serão também recapturados por neurônios pré-
sinápticos ou por células gliais evitando uma possível super ativação dos 
receptores mantendo a homeostase cerebral. 
A atividade sináptica e, em particular, a atividade neuronal sincronizada são 
cruciais para o crescimento neuronal e maturação dos contatos sinápticos. Esta 
influência presente nos principais períodos de construção da rede cortical 
depende de vários fatores como, por exemplo, da região considerada e do tipo 
de receptores expressos. Esta atividade sincronizada é rítmica e permite a 
despolarização de células e, conseqüentemente, um influxo de cálcio que é 
extremamente necessário para importantes processos celulares como motilidade 
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celular, o crescimento dendrítico, ativação de genes e etc. Além disso, o perfil 
desta atividade providencia um suporte ao refinamento dos mecanismos de 
conexões sinápticas (Teoria de Hebb) ou uma concordância entre as atividades 




GABA é o principal neurotransmissor inibitório no cérebro e atua através dos 
receptores GABAA GABAB e GABAC. Os receptores GABAA são chamados de 
receptores ionotrópicos e são permeáveis a dois ânions fisiologicamente 
relevantes, cloro e bicarbonato. Eles são formados por uma combinação de 
cinco subunidades (α, β e γ) e precisam de duas moléculas de GABA fixadas ao 
canal do receptor para serem permeáveis ao cloro (Figura 8). 
FIGURA 8 
 
Figura 8: Ilustração esquemática de 
um receptor GABAA. 
A: Receptor GABAA na membrane 
celular e seus sítios de ligação. Note 
que estes receptores podem ser 
modulados por barbitúricos, 
picrotoxina, esteróides e 
benzodiazepínicos; 




A expressão e função dos receptores GABA são regulados durante o 
desenvolvimento e eles já estão presentes desde períodos embrionários (Laurie et 
al., 1992). Mais importante, GABA exerce ações excitatórios em neurônios 
A 
B 
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imaturos (Ben-Ari, 2002). Registros intracelulares de neurônios mostraram uma 
alteração da ação GABAérgica durante o desenvolvimento que muda de  
despolarizante para potenciais mais negativos e, muitas vezes hiperpolarizante. 
Esta mudança ontogênica foi amplamente estudada e é uma característica 
geral de neurônios em desenvolvimento (Ben-Ari et al., 1989; Luhmann e Prince, 
1991; Zhang et al., 1991, Rivera et al., 2005). No entanto, as respostas 
despolarizantes mediadas pelos receptores GABAA nos neurônios imaturos são 
geralmente baseadas em uma alta concentração intracelular de cloro (Payne et 
al., 2003) e, nestas condições, o fluxo de bicarbonato tem apenas uma 
contribuição menor nas respostas GABAérgicas. A concentração de cloro 
intracelular nos neurônios imaturos é muitas vezes superior ao que seria esperado 
com base na distribuição passiva. Além disso, o potencial de equilíbrio do cloro é 
menos negativo do que o potencial de repouso da membrana, o que gera uma 
força motriz responsável pelas respostas GABAérgicas despolarizantes em células 
imaturas (Rivera et al., 2005). A concentração intracelular de cloro diminui 
durante a maturação neuronal junto com o potencial de equilíbrio do cloro, que 
também diminui a valores mais negativos e frequentemente mais negativos do 
que o potencial de repouso da membrana (Rivera et al., 2005). 
A homeostase do cloro intracelular é regulada por vários transportadores 
iônicos (Payne et al., 2003). O principal transportador responsável pelas respostas 
da força motriz despolarizante mediadas pelos receptores GABAA em neurônios 
imaturos é o Na-K-2Cl co-transportador isoforma 1 (NKCC1) (Rohrbough e Spitzer, 
1996; Fukuda et al., 1998; Chub et al., 2006). Além disso, a mudança ontogênica 
para o GABA hiperpolarizante é essencialmente atribuída à alta regulação 
PDF Created with deskPDF PDF Writer - Trial :: http://www.docudesk.com
 40 
durante o desenvolvimento do K-Cl co-transportador isoforma 2 (KCC2) (Rivera et 
al., 1999) (Figura 9). A operação de ambos transportadores NKCC1 e KCC2 é 
eletroneutra e eles obtêm energia pela transferência de cloro a partir do 
gradiente eletroquímico de sódio e potássio, respectivamente (Payne et al., 2003). 
Mesmo se a condutância mediada por um receptor GABAA é excitatória 
em uma determinada condição, isso não é estritamente devido à polaridade da 
voltagem da resposta GABAérgica. Excitação e inibição neuronal são geralmente 
definidos como um aumento e uma diminuição, respectivamente, na 
probabilidade de ocorrência de potenciais de ação em um determinado 
neurônio por uma determinada conexão de entrada. Enquanto uma 
hiperpolarização quase sempre leva à inibição da atividade neuronal (Sanchez-
Vives et al., 1997, Chen et al., 2001b), a despolarização mediada por receptores 
GABAA não gera necessariamente uma excitação desde que o aumento da 
condutância da membrana associada a certa resposta GABAérgica exerça uma 
ação de “shunting” (Fatt e Katz, 1953). Shunting implica um aumento da 
condutância da membrana que diminui a amplitude e duração da resposta da 













Figura 9: Expressão de NKCC1 e KCC2 e a regulação de cloro intracelular e 
conseqüente ações despolarizantes da transmissão sináptica GABAA 
A: A expressão precoce de NKCC1 em neurônios imaturos aumenta a 
concentraçao de cloro. A ativação de receptores GABAA gera um efluxo de 
cloro e uma excitação de neurônios imaturos; 
B: A expressão do KCC2 predomina em neurônios maduros e a ativação de 
receptores GABAA gera um influxo de cloro e uma inibição dos neurônios adultos. 
CLC2, canal de cloro voltagem dependente 2; ECl potencial de reversão do cloro; 
RMP, potencial de repouso da membrana (Vrest); VDCC, canal de cálcio 
dependente de voltagem.  
Adaptado de Ben-Ari et al., 2002  
 
Os receptores GABAB são chamados de receptores metabotrópicos 
GABAérgicos (Bowery et al., 1980). Eles são acoplados as proteínas G (Go ou Gi) 
(Bettler et al., 2004) e podem ser ativados de maneira pré e pós-sináptica com 
efeitos opostos na transmissão (Gaiarsa et al., 1995). A ativação dos receptores 
GABAB pós-sinápticos induz a ativação do canal de potássio retificador de 
entrada ativado pela proteína G (GIRK), que é responsável pela lenta e 
sustentada hiperpolarização como já discutido. Nos terminais pré-sinápticos, a 
A B 
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ativação de receptores GABAB diminui a probabilidade de liberação de GABA ou 
de glutamato, dependendo da sinapse, através da inibição dos canais de cálcio 
dependentes de voltagem em alto limiar (Gaiarsa et al., 1995; Amico et al., 1995). 
Devido ao fato de que estes receptores estão localizados perifericamente à 
fenda sináptica, eles necessitam grandes quantidades de GABA para serem 
ativados e isto pode acontecer se estiverem presentes oscilações hipocampais 
do tipo teta ou atividades paroxísticas (Scanziani et al., 1991; Scanziani, 2000). De 
maneira importante, estes receptores já são funcionais na primeira semana de 
vida de ratos e possuem um papel importante no controle das atividades 
imaturas da rede presente neste período em que GABA e glutamato têm ações 
excitatórias em células pós-sinápticas (Nurse e Lacaille, 1999; Prosser et al., 2001). 
Em conclusão, durante as fases do desenvolvimento pós-natal, GABA induz 
despolarização de membrana e também aumenta as concentrações de cálcio 
intracelular. Além disso, alguns estudos sugerem que as primeiras sinapses 
funcionais nas fases precoces do desenvolvimento são representadas por 
sinapses GABAérgicas. Nesta fase, eventos sinápticos GABAergicos são capazes 
de produzir potenciais de ação. GABA teria então um efeito duplo: excitatório 
induzindo potenciais de ação e “shunting” inibitório das respostas sinápticas 
GABAérgicas evitando fortes descargas neuronais que poderiam ser prejudiciais 
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4.2. GLUTAMATO 
4.2.1. Principal neurotransmissor excitatório do sistema nervoso central 
O papel do glutamato no cérebro tem sido estudado desde 1930. Krebs 
sugeriu que o glutamato desempenha um papel importante metabólico central 
no cérebro (Krebs, 1935). Naquela época, uma série de importantes estudos 
foram realizados a fim de compreender as funções do glutamato no SNC. Em 
1954, Curtis e colaboradores demonstraram pela primeira vez a ação excitatória 
do glutamato no cérebro de mamíferos (Curtis et al., 1959; Curtis et al., 1960; 
Balcar e Bennett, 1999). Desde então, o glutamato tem sido considerado o 
principal mediador de sinais excitatórios no SNC de mamíferos. 
Glutamato está presente na maioria das sinapses (Ozawa et al., 1998), 
representando 80 a 90% das sinapses. Esta molécula (Figura 10) desempenha 
vários papéis importantes na neurotransmissão sináptica rápida e contribui para 






Figura 10: Glutamato e análogos. 
 
4.2.2. Concentrações de glutamato no sistema nervoso central  
Comparado com praticamente todos os outros neurotransmissores, os níveis 
de glutamato são extremamente elevados nos SNC de mamíferos e, 
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dependendo da região cerebral pode se aproximar a 5-10 mmol/kg (Butcher et 
al., 1987); estes níveis de concentração são 1000 vezes superiores aos níveis de 
muitos outros neurotransmissores importantes, como a dopamina, norepinefrina e 
serotonina. Os níveis de aspartato são quase tão elevados como os de glutamato 
(1-5 mmol/kg), mas a noção de que o aspartato pode ser considerado como um 
neurotransmissor (Robinson e Coyle, 1987) foi desfavorecida, pois ele não é um 
substrato para os transportadores vesiculares clonados que armazenam 
glutamato nas vesículas (Bellocchio et al., 2000; Takamori et al., 2000) nem um 
substrato para a recaptação vesicular medida no tecido cerebral (Naito e Ueda, 
1985). No entanto, o aspartato é excitatório e pode ativar pelo menos alguns dos 
receptores de glutamato (McDonald e Johnston, 1990). A concentração 
extracelular de glutamato, aspartato, e de outros aminoácidos excitatórios 
endógenos deve ser mantida baixa para limitar a ativação tônica de receptores 
garantindo que a despolarização evocada pela liberação de glutamato seja 
acompanhada por um aumento suficiente da ativação dos receptores de 
glutamato e posterior sinalização. Além disso, há muito tempo, vem sendo 
reconhecido que a excessiva ativação de receptores de glutamato pode induzir 
a morte das células neuronais que expressam estes receptores (Meldrum e 
Garthwaite, 1990; Choi, 1992). Muitos destes receptores são ativados por baixas 
concentrações desses aminoácidos (1-10 µM), e concentrações mais altas (10-100 
µM) produz morte neuronal em cultura de neurônios (Choi et al., 1987). Portanto, 
transportadores de glutamato devem manter baixa a concentração de 
glutamato extracelular. Estudos prévios têm demonstrado, utilizando experimentos 
in vivo, que a concentração ambiente de glutamato esta entre 1 e 4 µM (Lerma 
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et al., 1986, Baker et al., 2002). No entanto, um recente estudo forneceu novas 
informações sobre as concentrações de glutamato utilizando fatias da região de 
CA1 do hipocampo (Herman e Jahr, 2007). Este estudo argumenta que, se as 
concentrações de glutamato no SNC são encontradas em variações de 
micromolares conforme descrita anteriormente, estas podem promover efeitos 
deletérios nos neurônios e na transmissão sináptica. Em vez disso, eles 
demonstram, em células piramidais, que a concentração de glutamato está 
próxima a 25 nM e, portanto, o glutamato ambiente não age em receptores de 
glutamato (Trussell e Fischbach, 1989; Patneau e Mayer, 1990; Conn e Pin, 1997), 
comprometendo a excitabilidade neuronal. 
Tem sido demonstrado que a concentração ambiente de glutamato não 
depende da liberação vesicular (Jabaudon et al., 1999; Cavelier et al., 2005), mas 
é extremamente dependente da liberação glial (Jabaudon et al., 1999; Cavelier 
e Attwell, 2005, Le Meur et al., 2007). Assim, como a liberação sináptica de 
glutamato não altera os níveis do transmissor no espaço extracelular, os 
transportadores de glutamato (Lehre et al., 1995; e Danbolt Lehre, 1998) 
representam o melhor candidato responsável pela rápida (Diamond, 2005; 
Wadiche et al., 2006) recaptação sináptica evitando difusão e o aumento 
indesejável dos níveis extracelulares. 
 
4.2.3. Metabolismo do glutamato 
Glutamato possui grande participação em complexos mecanismos 
bioquímicos. Ele desempenha um papel fundamental na síntese protéica e 
degradação. O metabolismo do glutamato é essencial para reações da amino 
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transferase, ureagênese, ciclo do ácido tricarboxílico (TCA), síntese do GABA e 
síntese da glutationa (Weinzimer et al., 1997; Stanley et al., 1998; Stanley et al., 
2000). 
Glutamato completa a degradação de aminoácidos através da sua 
desaminaçõo oxidativa de glutamato desidrogenase (GDH) em α-cetoglutarato 
e amônia (Brusilow, 1995).  [Glutamato + H20 + NAD(P)+ <=> α-KG NH4+ + NAD(P)H] 
(Figura 11). De maneira importante, glutamato fornece a produção de energia 




Figura 11: Biossíntese do glutamato.  
Glutamato é sintetizado a partir de α-cetoglutarato, que é o intermediário do 
ciclo do ácido tricarboxílico (TCA). Em astrócitos, glutamato é convertido em 
glutamina pela enzima glutamina sintetase. Glutamina retorna dentro dos 
neurônios glutamatérgicos e é hidrolizada de volta em glutamato. Glutamato 
serve também como um precursor do transmissor GABA. 
 
Glutamato capturado pelas células pode ser utilizado para efeitos 
metabólicos (síntese protéica, metabolismo energético, fixação de amônia), ou 
podem ser reutilizados como transmissor. Nos terminais nervosos, glutamato será 
diretamente reutilizado como transmissor. Glutamato é transportado para 
vesículas sinápticas por um transportador vesicular de glutamato (veja 
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transportadores de glutamato) e posteriormente liberado por exocitose (Sudhof, 
1995; Augustine et al., 1996; Johannes e Galli, 1998; Cousin e Robinson, 1999). 
Parece plausível que o glutamato também é liberado, pelo menos em certa 
medida, diretamente a partir do citosol (não vesicular) através de proteínas da 
membrana plasmática. 
O glutamato é "neutralizado" pela sua conversão em glutamina, 
principalmente nos astrócitos. A glutamina pode ser liberada para o recaptação 
dos neurônios e utilizada para regenerar glutamato para a neurotransmissão. O 
aminoácido será então sintetizado em terminais pré-sinápticos a partir da 
glutamina pela ação da enzima conversora glutaminase (Schousboe et al., 1997) 
e será armazenado nas vesículas onde sua concentração pode chegar a 100 mM 
(Meldrum, 2000). Este tráfico de glutamato e glutamina entre astrócitos e 
neurônios foi proposto como uma importante via pela qual neurotransmissor 
glutamato é reciclado. É comumente referido como o ciclo glutamato-glutamina 
(figura 12). A glutamina esta normalmente presente no fluído extracelular, em 
concentrações chegando a 200-500 µM (Gjessing et al., 1972; Hamberger e 
Nystrom, 1984) e, em contraste com o glutamato, a glutamina não é tóxica e não 

















Figura 12: O ciclo glutamato - 
glutamina.  
Este processo recicla glutamato 
liberado a partir de um terminal 
nervoso por exocitose (ATP e Ca2+ 
dependente), pelos 
transportadores de glutamato 
presentes em terminais pré-
sinápticos (VI), pós-sinápticos (I) e 
extra-sinápticos em células da 
astroglia (II). Astroglias desintoxica 
glutamato e converte-o em 
glutamina em um processo ATP-
dependente. Depois, a glutamina 
é liberada a partir de células gliais por transportadores de glutamina (III) e 
recaptada pelos neurônios por outro transportador de glutamina (IV). Dentro dos 
neurônios, a glutamina será convertida novamente em glutamato, a fim de 
carregar as vesículas sinápticas pelos transportadores vesiculares de glutamato 
(V).  
Adaptado de (Danbolt, 2001) 
 
O processo de captação vesicular de glutamato é Na+ independente e 
realizado por um H+-ATPase vacuolar que torna positivo o potencial de 
membrana interna e regula o transporte de H+ para o interior das vesículas (Naito 
e Ueda, 1985; Tabb et al., 1992). Em condições fisiológicas, a liberação de 
glutamato vesicular ocorre por exocitose e é Ca2+ dependente. Assim, quando o 
terminal pré-sináptico despolariza, canais de cálcio são abertos e o Ca2+ estimula 
a liberação de glutamato na fenda sináptica (Nicholls e Attwell, 1990). Depois 
que o glutamato é liberado, ele vai agir em receptores ionotrópicos e/ou 
metabotrópicos presentes na membrana dos terminais pré e pós-sinápticos e 
também na membrana das células gliais (Gallo e Russell, 1995; Ozawa et al., 1998; 
Bennett e Balcar, 1999; Gallo e Ghiani, 2000; Nedergaard et al., 2002). Após o 
glutamato agir sobre os receptores, ele precisa ser imediatamente removido da 
fenda sináptica. E devido a não existência de um mecanismo enzimático que 
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poderia degradar glutamato na fenda sináptica, ele é retirado pelo sistema de 
alta afinidade Na+ dependente evitando uma tóxica acumulação extracelular 
de glutamato (Attwell, 2000; Kvamme et al., 2000; Danbolt, 2001; Anderson et al., 
2001; Chen e Swanson, 2003). No entanto, foi demonstrado que a ação 
enzimática do “glutamate scavenger” (glutamato-piruvato-transaminase) pode 
aumentar a depuração das concentrações do glutamato extracelular sem afetar 
a transmissão sináptica glutamatérgica, quando, por exemplo, os transportadores 
de glutamato estão bloqueados (Min et al., 1998) 
 
4.2.4. Receptores glutamatérgicos 
Depois que o glutamato é liberado a partir de terminais sinápticos, ele irá se 
ligar a receptores específicos de glutamato localizados em ambos neurônios pós 
ou pré-sinápticos (e também nos astrócitos). Receptores de glutamato são 
classificados em dois grandes grupos, os receptores ionotrópicos e 
metabotrópicos, de acordo com suas características farmacológicas e 
moleculares (Figura 13). Eles podem coexistir na mesma sinapse (Pin e Duvoisin, 


















Figura 13: Esquema de uma sinapse glutamatérgica.  
A: A liberação de glutamato irá ativar receptores ionotrópicos (NMDA, AMPA e 
KA) e/ou metabotrópicos (mGluRs). Note a presença de transportadores de 
glutamato em células gliais e neurônios (GLT1, GLAST e EAAC1, respectivamente), 
responsáveis pela recaptação do glutamato extracelular.  
B: Receptores Ionotrópicos (iGluRs) e seus respectivos canais iônicos formam um 
complexo de múltiplas (4-5) subunidades;  
C: Receptores metabotrópicos (mGluRs) são acoplados a seus respectivos canais 
iônicos por uma cascata de segundos mensageiros. Cada mGluR é composto de 
um polipeptídeo, que é acoplado a uma proteína G.  
Figura 11B e C adaptado de Kandel et al., 1991 
 
B C 
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Os receptores ionotrópicos (iGluRs) são canais iônicos responsáveis pela 
rápida transmissão sináptica excitatória. Quando iGluRs são ativados, eles se 
tornam permeáveis aos cátions sódio (Na+), potássio (K+) e cálcio (Ca2+) (Schoepp 
et al., 1995). Os iGluRs são classificados em N-metil D-aspartato (NMDA), α-amino-





Figura 14: Receptores Ionotrópicos de glutamato e seus sítios de ligação. 
A: Receptores ionotrópicos de glutamato são ativados permitindo o fluxo através 
dos canais iônicos (receptores NMDA são permeáveis ao cálcio, sódio e potássio; 
receptores AMPA e KA são permeáveis principalmente ao sódio e potássio).  
B: Características da corrente-voltagem ou curva I/V de canais de receptores 
NMDA. Receptores NMDA são canais bloqueados pelo magnésio de maneira 
voltagem-dependente. Note: na ausência de magnésio o curva I/V é quase 
linear e quando o magnésio está presente o canal é bloqueado e a curva I/V 
mostra uma amplitude reduzida da corrente em potenciais negativos.  
Figura 12B, adaptado de Nowak et al., 1984 
 
Os receptores NMDA são compostos por subunidades NR1, NR2A, B, C, D e 
NR3 (figura 15). Eles são conjuntos heterogêneos de duas subunidades NR1 
combinados com duas subunidades NR2. As subunidades NR3 sozinhas não 
formam receptores funcionais, mas podem se unir com complexos NR1 e NR2, 
como diheteromericos NR1/NR2 ou triheteromericos NR1/NR2/NR3 (Cull-Candy et 
A B 
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al., 2001). De maneira importante, cada subunidade confere propriedades 
específicas para os receptores que formam, por exemplo, os receptores formados 
por subunidades NR2D são exclusivamente extra-sinápticos (Misra et al., 2000; 
Brickley et al., 2003). Por isso, as características funcionais de receptores NMDA, 
por exemplo, a sensibilidade de voltagem ao bloqueio do magnésio, 
condutância, etc, dependem da expressão de suas subunidades. E este perfil de 






Figura 15: Receptores ionotrópicos e metabotrópicos de glutamato  
 
Os receptores NMDA são permeáveis ao Ca2+. Duas condições são então 
necessárias para a entrada de Ca2+ através de um receptor NMDA: (1) chegada 
de glutamato na fenda sináptica e (2) uma despolarização pós-sináptica. A 
entrada de cálcio mediada pelo receptor NMDA está implicada em vários 
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mecanismos de plasticidade na transmissão sináptica como potencialização a 
longo prazo (LTP) ou depressão a longo prazo (LTD) (Malenka e Nicoll, 1993). A 
corrente pós-sináptica mediada pela ativação de receptores NMDA têm uma 
cinética lenta e é de cerca de dezenas de milissegundos. Eles têm alta afinidade 
pelo glutamato (EC50 entre 0,4 e 1,7 µM dependendo da composição das 
subunidades) e eles não são caracterizados por uma forte desensibilização mas 
têm alta sensibilidade à voltagem. No potencial de membrana em repouso eles 
são bloqueados pelo magnésio (Nowak et al., 1984, Mayer et al., 1984) (Figura 
14B). Este bloqueio é removido por uma despolarização da membrana perto do 
receptor. 
Além disso, estudos demonstraram que os receptores NMDA estão 
diretamente envolvidos com uma forma de inibição. O influxo de cálcio através 
de canais NMDA pode produzir uma hiperpolarização lenta seguida por um 
potencial excitatório pós-sináptico que, por sua vez, ativa canais de potássio de 
alta condutância (Isaacson e Murphy, 2001). 
Os receptores NMDA são seletivamente bloqueados pelo AP5 ou APV ((2R)-
amino-5-ácido fosfonovalerico; (2R)-amino-5-fosfonopentanoato) que inibe 
competitivamente (80 µM) o sítio ativo dos receptores NMDA (Morris, 1989) ou 
pelo Dizocilpina (ou MK-801), que é um bloqueador não competitivo de canal 
aberto NMDA (10 µM) (Wong et al., 1986). 
Notavelmente, a farmacologia seletiva dessas subunidades dos receptores 
NMDA não é fácil de realizar devido à especificidade dos agentes. No entanto, 
existem alguns compostos que podem ter um antagonismo sobre as subunidades 
dependendo da concentração utilizada. Por exemplo, as subunidades NR2A, 
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presentes pelo menos em fatias hipocampais, são especificamente bloqueadas 
pelo NVP-AAM077 (0,4 µM) ou zinco (200 nM). Ifenprodil (3 µM) ou Ro25-6981 (0,5 
µM) age especificamente sobre receptores NR2B di-heteroméricos (Liu et al., 
2004). E, finalmente, as subunidades NR2C e NR2D podem ser bloqueadas pelo 
PPDA (200 nM). 
Os receptores AMPA e KA são considerados receptores não-NMDA, que 
medeiam a transmissão sináptica excitatória rápida e são normalmente canais 
independentes de voltagem, principalmente permeáveis ao sódio e potássio, 
com baixa permeabilidade ao Ca2+. A ativação desses receptores produz 
despolarização, que promove a abertura de canais de Ca2+ voltagem 
dependentes. Por exemplo, a despolarização mediada por AMPA estimula 
receptores NMDA pelo deslocamento de Mg2+ (Cotman et al., 1981; Ozawa et al., 
1998). Esses receptores podem ser bloqueados pelo NBQX (2,3-dihidroxi-6-nitro-7-
sulfamoil-benzo[f]quinoxalina-2 ,3-diona), que também bloqueia receptores KA 
não seletivamente (10 µM) (Pitt et al. , 2000). 
Os receptores AMPA são tetrâmeros compostos por 4 subunidades GluR1, 
GluR2, GluR3 e GluR4 (Schoepfer et al., 1994) (figura 15). Sua permeabilidade aos 
íons sódio, potássio e cálcio é controlada pela subunidade GluR2. Na presença 
desta última subunidade, o receptor é impermeável ao cálcio. Isto se explica pela 
modificação pós-transcripcional dos sitios Q/R no mRNA: a substituição da 
glutamina neutra (Q) pela arginina positiva (R), faz com que os poros sejam 
impermeáveis ao Ca2+. Por outro lado, as subunidades GluR2 no SNC de adultos já 
estão formadas e a maior parte dos receptores AMPA é impermeável ao Ca2+ 
(Borges e Dingledine, 1998; Dingledine et al., 1999). 
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Em potenciais de membrana negativos, a ativação dos receptores AMPA 
produz despolarização através de uma entrada maior de sódio e eventualmente 
de cálcio do que a saída de potássio. A cinética da corrente pós-sináptica 
excitatória de receptores AMPA é geralmente rápida (alguns milissegundos), eles 
têm baixa afinidade pelo glutamato (EC50 em torno de 450 µM) e eles 
apresentam forte desensibilização. Em adultos, a ativação dos receptores AMPA 
coopera com a ativação dos receptores NMDA através de uma despolarização 
inicial que remove o bloqueio do magnésio conforme já mencionado. 
Os receptores KA pertencem à mesma família de receptores AMPA e 
também são tetrâmeros composto pelas subunidades GluR5, GluR6, KA1 e KA2 
(figura 15). Eles também são permeáveis ao sódio, potássio e cálcio. Receptores 
KA possuem características comuns com os receptores AMPA como sua 
susceptibilidade de possíveis edições do mRNA. No hipocampo, eles estão 
presentes principalmente na ligação sináptica das fibras musgosas (Chittajallu et 
al., 1998). A amplitude das correntes de KA é menor e sua duração maior do que 
as correntes AMPA. A cinética lenta das respostas de KA pode desempenhar um 
papel nos mecanismos de sincronização da rede neuronal facilitando a somação 
temporal dos eventos excitatórios. 
 
Os receptores metabotrópicos de glutamato (mGluRs) são moléculas 
ligadas ao sistema de segundo mensageiro, através do proteína G e que 
modulam a atividade de várias enzimas como a adenilato ciclase, guanilato 
ciclase e fosfolipase C (Pino e Duvoisin, 1995; Conn e Pin, 1997 ; Ozawa et al., 
1998, Wong et al., 1999) (ver figura 13C). 
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Eles são responsáveis por uma variedade de efeitos modulatórios através da 
sua ligação à proteína G e do subsequente recrutamento de um sistema de 
segundo mensageiro. Eles estão envolvidos em diversos mecanismos fisiológicos 
como o controle da liberação pré-sináptica de glutamato, excitabilidade celular, 
plasticidade sináptica e gênese de atividades oscilatórias (Conn e Pin, 1997; 
Scanziani et al., 1997; Vogt e Nicoll, 1999; Flint et al., 1999) . 
Até hoje, oito subtipos de mGluRs foram clonados, caracterizados e 
classificados em grupo I (mGluR1 e mGluR5), grupo II (mGluR2 e mGluR3 e grupo III 
(mGluR4, mGluR6 mGluR7 e mGluR8) (Ozawa et al., 1998) (Figura 15). O grupo I 
dos mGluRs estão acoplados à hidrolise de fosfoinositídeos de membrana e o 
grupo II e III estão relacionados com a modulação da adelinato ciclase e sínteses 
de AMPc. Esses receptores estão localizados nos terminais pré e pós-sinápticos e 
também em células gliais, e estão relacionados tanto com os efeitos excitatórios e 
como inibitórios (Ozawa et al., 1998). Os receptores metabotrópicos de glutamato 
do grupo I e II podem ser bloqueados (500 µM), pelo (RS)-a-metil-4-
carboxifenilglicina (MCPG) ou ativados (3-10 µM) pelo (±)-1-aminociclopentano-
trans-1,3- ácido dicarboxilico ((±)-trans-ACPD). 
Além disso, a estimulação excessiva dos receptores glutamatérgicos leva a 
um aumento da entrada de Ca2+ no interior da célula e pode induzir a morte 
celular (Meldrum, 2000). Assim, o glutamato tem efeitos neurotóxicos devido a 
excessiva ativação de receptores ionotrópicos ou receptores metabotrópicos do 
grupo I (Henrich-Reymann e Noack, 1999; Nicoletti et al., 1999; Meldrum, 2000). Em 
contrapartida, o mGluRs do grupo II e III têm sido relacionados com situações de 
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neuroproteção (Nicoletti et al., 1996; Ghauri et al., 1996, Bruno et al., 1997; 
Battaglia et al., 1998). 
 
4.2.5. Glutamato durante desenvolvimento 
Glutamato tem um papel importante durante o desenvolvimento SNC 
(McDonald e Johnston, 1990), incluindo a eliminação sinapses “pruning”, 
migração celular, diferenciação e morte celular (Pearce et al., 1987; Rabacchi et 
al., 1992; Komuro e Rakic, 1993 ; Oka et al., 1993).  
De fato, durante o desenvolvimento, a transmissão sináptica 
glutamatérgica sofre alterações significativas. Como já foi descrita, a transmissão 
sináptica imatura glutamatérgica é conduzida pela mediação de receptores 
NMDA, sem qualquer contribuição significativa de receptores AMPA. 
Notavelmente, o bloqueio voltagem-dependente do magnésio dos canais NMDA 
torna essas sinapses "silenciosas" no potencial de repouso da membrana. Essas 
sinapses silenciosas podem ser explicadas pela ausência de receptores AMPA 
funcionais em terminais pós-sinápticos ou pela maior afinidade dos receptores 
NMDA pelo glutamato do que os receptores AMPA (500 vezes maior). Além disso, 
os receptores NMDA têm uma densidade aumentada, correntes mediadas com 
declínio lento (devido à diferente composição de subunidades em seus 
complexos que formam os canais) e são ativados indiretamente pelo GABA 
despolarizante em estados imaturos (Tremblay et al., 1988; Hestrin, 1992; 
Carmignoto e Vicini, 1992; Monyer et al., 1994; Khazipov et al., 1995). Juntamente 
com isto, existe de fato uma contribuição preferencial de receptores NMDA à 
transmissão sináptica e à atividade de rede no cérebro imaturo. (Tsumoto et al., 
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1987; Ben-Ari et al., 1989; Gaiarsa et al., 1990b; Yuste e Katz, 1991; Cherubini et al., 
1991a).  
Durante o desenvolvimento existem importantes aspectos que envolvem os 
receptores de glutamato durante a primeira semana de vida. Os receptores 
AMPA e KA medeiam a rápida sinalização excitatória, pois eles apresentam uma 
rápida ativação e dessensibilização, e operam linearmente perto do potencial de 
membrana em repouso. Receptores NMDA desempenham um papel mais 
modulador, já que sua ativação exige uma ligação concomitante de glutamato 
e uma despolarização de membrana resultando em uma excitação mais lenta e 
mais duradoura. Canais dos receptores NMDA são altamente permeáveis ao Ca2+ 
(além do Na+ e K+), e o influxo de Ca2+ através de receptores NMDA pode 
desencadear vias sinalizadoras que regulam o funcionamento sináptico e as 
atividades mediadas pela sinaptogênese (Vallano, 1998; Aamodt e Constantine-
Paton, 1999). A cinética e propriedades de permeabilidade dos receptores NMDA 
também mostram a seu papel-chave em processos fisiopatológicos, tais como 
em descargas de crises ictais e lesão neuronal por hipóxia/isquemia (Meldrum, 
1994; Chapman, 1998; Michaelis, 1998). Estudos de “binding” realizados em ratos 
indicam que a densidade de receptores NMDA tem seu pico mais tardio durante 
a primeira semana pós-natal em muitas estruturas do prosencéfalo, incluindo o 
hipocampo e o neocórtex (Insel et al., 1990). A densidade dos receptores AMPA 
tem seu pico tardio durante a segunda semana pós-natal em torno de P10 (Insel 
TR., Et al. 1990), enquanto que os receptores cainato aumentam gradualmente 
durante as primeiras semanas de vida (Miller et al., 1990). As primeiras semanas 
pós-natais (segunda/terceira) representam uma janela durante a qual a 
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plasticidade sináptica mediada pelo glutamato é reforçada (Swann et al., 1999), 
e certas regiões cerebrais apresentam uma susceptibilidade aumentada à efeitos 
epileptogênicos e excitotóxicos aos agonistas de receptores de glutamato 
(Young et al. , 1991; McDonald et al., 1992, Johnston, 1995; Liu et al., 1996). Assim, 
a superexpressão de receptores funcionais de glutamato é susceptível a 
desempenhar um papel importante no aumento da excitabilidade do cérebro 
durante o desenvolvimento pós-natal. A composição molecular dos receptores 
de glutamato também é regulada a partir do desenvolvimento, e pode contribuir 
para o aumento da excitabilidade do cérebro imaturo.  
As propriedades funcionais dos receptores de glutamato são determinadas 
pela combinação específica de subunidades moleculares que compõem cada 
receptor (Dingledine et al., 1999). No neocórtex e hipocampo, as subunidades 
NR2B e NR2D são predominantes ao nascimento e são progressivamente 
substituídas pelas subunidades NR2A e, às vezes, pela NR2C (Monyer et al., 1994; 
Zhong et al., 1995). As subunidades NR2A contribuem fortemente para receptores 
sinápticos NMDA e, recentemente, foi demonstrado que estas subunidades 
também compõem receptores NMDA extra-sinápticos como o caso de NR2B 
(Thomas et al., 2006).  
De maneira importante, acredita-se que as subunidades NR2A e NR2B dão 
origem aos canais de alta condutância, enquanto os receptores NMDA contendo 
as subunidades NR2C e NR2D são caracterizados por aberturas de baixa 
condutância (Cull-Candy e Leszkiewicz, 2004). Curiosamente, durante a primeira 
semana de vida, neurônios piramidais da região de CA1 no hipocampo se 
tornam menos sensíveis ao bloqueio do magnésio em potenciais de membrana 
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despolarizado provavelmente devido a baixa-regulação da expressão das 
subunidades NR2D neste período do desenvolvimento (Kirson et al., 1999).  
A subunidade NR3A combinada com NR1/NR2 pode agir como uma 
subunidade reguladora em algumas regiões do cérebro durante o início do 
desenvolvimento influenciando a expressão de superfície reduzindo a 
permeabilidade ao Ca2+ e sua corrente através do canal (Perez-Otano et al., 
2001). Surpreendentemente, quando NR3A ou NR3B estão co-expressos com 
apenas uma subunidade NR1, eles podem formar um tipo de receptor (cátion-
permeável) de glicina excitatório impermeável ao Ca2+, resistente ao bloqueio do 
Mg2+, e não afetados pelo glutamato, NMDA, ou antagonistas dos receptores 
NMDA, mas são seletivamente ativados pela glicina (Chatterton et al., 2002). 
Receptores NMDA recombinados contendo predominantemente NR2B 
exibem tempo de declínio (“decay time”) mais lento do que aqueles que contêm 
predominantemente NR2A (Monyer et al., 1994). Além disso, durante o 
desenvolvimento, o aumento da expressão de NR2A resulta em um encurtamento 
maturacional das correntes sinápticas mediadas pelo receptor NMDA (Flint et al. , 
1997). Assim, excitabilidade e plasticidade sináptica poderiam estar aumentadas 
no cérebro imaturo devido à maior duração da excitação mediada pelos 
receptores NMDA e maior influxo de Ca2+. Notavelmente, a maioria dos 
receptores AMPA e cainato no cérebro maduro mostram pouca permeabilidade 
relativa ao Ca2+, mas uma maior proporção destes canais podem exibir 
permeabilidade ao Ca2+ no cérebro imaturo (Pellegrini-Giampietro et al., 1992). 
Receptores AMPA que não possuem uma subunidade GluR2(B) apresentam 
significativamente uma maior permeabilidade ao Ca2+ e a outros cátions 
PDF Created with deskPDF PDF Writer - Trial :: http://www.docudesk.com
 61 
divalentes do que aqueles que contêm uma subunidade GluR2(B) (Burnashev et 
al., 1992; McBain e Dingledine, 1993; Jonas et al., 1994 ; Washburn et al., 1997). E a 
razão da expressão de subunidades GluR2 com a de outras subunidades de 
receptores AMPA parece ser significativamente menor no neocórtex e 
hipocampo imaturo, em comparação com esta razão nos adultos (Pellegrini-
Giampietro et al., 1992 ). Isto sugere que uma maior proporção de receptores 
AMPA são permeáveis ao Ca2+ em neurônios imaturos nessas regiões cerebrais, e 
podem, portanto, mediar eventos fisiopatológicos no início da vida pós-natal, 
semelhantes aos receptores NMDA (Pellegrini-Giampietro et al., 1992; Pellegrini et-
Giampietro al., 1997). Coerente com esta noção, um “knockdown” transiente da 
expressão de GluR2 utilizando microinfusões de anti-senso mRNA no hipocampo 
causa comportamentos de crise espontânea em ratos jovens (Friedman e 
Koudinov, 1999). 
Receptores metabotrópicos de glutamato também desempenham um 
papel importante durante o desenvolvimento do cérebro e, de acordo com a 
região e grupo, eles podem ter grande influência no cérebro imaturo. Embora as 
conseqüências da ativação de mGluRs variem dependendo do tipo de receptor, 
surgiram alguns princípios gerais sobre os efeitos da ativação de mGluRs em 
relação à epilepsia (Wong et al., 1999). A ativação pós-sináptica de mGluRs do 
grupo I, em geral, provoca um aumento da excitabilidade intrínseca dos 
neurônios principais (especialmente nas regiões hipocampais de CA1 e CA3), 
principalmente pela diminuição da modulação de canais de potássio voltagem-
dependentes (Gerber e Gahwiler, 1994). E portanto, a ativação de alguns mGluRs 
pode promover atividades do tipo crise. Inversamente, a ativação pré-sináptica 
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de receptores do grupo II e III tende a deprimir a transmissão sináptica excitatória 
de glutamato através da inibição da liberação de glutamato (Glaum e Miller, 
1994) e, portanto, a ativação de mGluRs acoplados ao adenilato ciclase pode 
inibir a atividade do tipo crise. Devido a estes papéis dos mGluRs na geração ou 
inibição de crises, os dados disponíveis sugerem que o desenvolvimento da 
regulação da função dos mGluRs também pode contribuir para o aumento da 
susceptibilidade de crises no cérebro imaturo. Agonistas de mGluRs estimulam o 
“turnover” de fosfatidil inositol de maneira intensa em fatias de cérebro imaturo 
de ratos, aumentando conforme a idade de P1 até P7-10 antes de gradualmente 
descer para níveis adultos em torno de P24 (Nicoletti E., et al. 1994). Isto parece 
contrastar com a atividade de mGluRs negativamente acoplados a adenilato 
ciclase, já que o acúmulo de AMP cíclico induzido pela forscolina ativadora de 
adenilato ciclase mostrou ser inibido pelo agonista inespecífico de mGluRs 
1S,3R(ACPD), no hipocampo de ratos adultos, mas não durante o período 
neonatal (P1-15) (Casabona et al., 1992; Schoepp e Johnson, 1993). 
Curiosamente, mGluRs negativamente acoplados à adenilato ciclase são 
expressos no início do desenvolvimento pós-natal, mas ativação inespecífica de 
mGluRs no hipocampo neonatal aumenta níveis basais do AMP cíclico (Schoepp 
et al., 1996). Assim, independentemente da expressão gênica de mGluRs, o 
padrão de desenvolvimento da função dos mGluRs pode facilitar um estado 
hiperexcitável já que a atividade pós-sináptica dos mGluRs (que promovem 
aumento da excitabilidade neuronal intrínseca) predomina sobre os mGluRs que 
regulam a liberação pré-sináptica de neurotransmissores.  
PDF Created with deskPDF PDF Writer - Trial :: http://www.docudesk.com
 63 
A recaptação de glutamato é também um mecanismo essencial para o 
bom desenvolvimento cerebral. Ela regula a diferenciação de células granulares 
e desempenham um papel importante na migração do córtex cerebelar e 
sinaptogênese (Rossi e Slater, 1993). Em estudos anteriores foi demonstrado que a 
recaptação de glutamato é baixa ao nascimento, aumentando para níveis 
adultos na primeira semana de vida no cérebro do rato, e este aumento está 
correlacionado com um aumento paralelo da recaptação vesicular e com o 
período da sinaptogênese (Christensen e Fonnum, 1992).  
Em conclusão, glutamato está envolvido em várias funções cerebrais que 
se alteram durante a vida, como o aprendizado e a memória, emoção e 
motivação, bem como funções motoras. Glutamato também está ligado ao 
processo de neurodegeneração em muitas perturbações cerebrais como Mal de 
Parkinson, Alzheimer e epilepsias (Segovia et al., 2001; Maragakis e Rothstein, 2001; 
Demarque et al., 2004; Milh et al., 2007; Cattani et al., 2007). A hiper estimulação 
dos receptores glutamatérgicos poderiam levar à morte neuronal e a alteração 
no transporte de glutamato pode afetar o SNC durante o desenvolvimento e 
também na vida adulta. Assim, a redução da expressão ou disfunção dos 
transportadores de glutamato podem ser utilizados como modelos animais in vivo 
e in vitro de doenças neurológicas como Esclerose Lateral Amiotrófica e epilepsias 
(Maragakis e Rothstein, 2001; Demarque et al., 2004; Milh et al. , 2007; Cattani et 
al., 2007) (ver resultado II) 
 
5. TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO 
Na década de 1970, muitos grupos de investigação demonstraram a 
presença de um sistema de captação Na+ dependente de alta afinidade 
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localizado em células gliais (Schousboe e Hertz, 1981). Hoje, sabemos que este 
constitue os principais transportadores de glutamato presentes em astrócitos 
(Attwell, 2000; Anderson e Swanson, 2000; Danbolt, 2001; Chen e Swanson, 2003). 
Cinco tipos de transportadores de glutamato foram descritos, algums deles, 
neuronais e outros gliais, ambos dependentes da região de distribuição e da 
idade. Eles são GLAST/EAAT1 (Stock et al., 1992), GLT-1/EAAT2 (Pines et al., 1992), 
EAAC1/EAAT3 (Kanai e Hediger, 1992) EAAT4 (Fairman et al., 1995) e EAAT5 (Arriza 
et al., 1997). Estes cinco transportadores de glutamato possuem 50 a 60% de 
homologia entre si, na sequência de aminoácidos (Hofmann et al., 1994; Arriza et 




Glutamate transporters subtypes 
Subtype Human   Cell   Localization  
           Homologue            Type 
GLAST EAAT1  Astrocytes  Cerebellum > cortex, spinal cord 
GLT1 EAAT2  Astrocytes  Throughout brain and spinal cord 
GLT1b EAAT2b  Astrocytes and  Throughout brain and spinal cord 
                                                   Neurons 
EAAC1 EAAT3  Neurons  Hippocampus, cerebellum and striatum 
EAAT4 EAAT4  Purkinje Cells Cerebellum 
EAAT5 EAAT5  Photoreceptors Retina    
                                         and bipolar cells 
VGlut    Neurons  Presynaptic terminals 
 
Tabela 2: Diferentes tipos de transportadores de glutamato.  
Note que no homem, o transportador GLAST é chamado EAAT1, GLT1 é chamado 
EAAT2 e EAAC1 é chamado EAAT3. Incluindo tipo específico de células e 
localização no cérebro.  
Adaptado de Maragakis et al., 2004 
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5.1. Localização dos transportadores de glutamato 
Os transportadores de glutamato GLAST e GLT-1 são unicamente 
detectáveis em astrócitos (Rothstein et al., 1994; Lehre et al., 1995; e Danbolt 
Lehre, 1998), na região do soma e nos processos dos astrócitos (Danbolt, 2001) . 
Este dois transportadores são quantitativamente os principais transportadores de 
glutamato e são responsáveis pela maior parte da captação de glutamato no 
SNC (Anderson e Swanson, 2000; Danbolt, 2001). Estudos baseados em 
imunoprecipitação de transportadores solubilizados levaram os autores a concluir 
que GLT-1 e GLAST são responsáveis por 93% e 7%, respectivamente, do transporte 
total de glutamato no prosencéfalo de ratos Wistar adultos (Haugeto et al., 1996). 
A concentração e distribuição de GLT-1 e GLAST no SNC dependem da região 
(Gegelashvili e Schousboe, 1998; Danbolt, 2001) e da fase do desenvolvimento 
cerebral (Ullensvang et al., 1997; Furuta et al., 1997b; Maragakis e Rothstein, 2001). 
GLT-1 e GLAST estão presentes em concentrações mais elevadas na membrana 
de astrócitos ao redor do neuropilo (terminal nervoso, axônios e espinhos 
dendríticos) do que em outras partes da membrana plasmática em torno da 
piamatter, endotélio de capilares, outros astrócitos e outros corpos celulares 
(Chaudhry et al., 1995; Danbolt et al., 1998) e ambos os transportadores são 
expressos na mesma célula, mas em diferentes proporções, dependendo da 
região (Lehre et al., 1995).  
GLAST é encontrado em altas concentrações nas células gliais de 
Bergmann do cerebelo e em menor concentração no resto do SNC (Rothstein et 
al., 1994; e Danbolt Lehre, 1998). Os seus níveis de concentração são mais 
elevados do que os níveis do GLT-1 no bulbo olfatório e ele está presente, do 
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contrário de GLT-1, em células Muller da retina (Lehre et al., 1997; Danbolt et al., 
1998).  
O GLT-1 é o principal transportador de glutamato em todas as regiões do 
cérebro, estando em maiores concentrações no hipocampo, septo lateral, 
estriado e córtex cerebral (Rothstein et al., 1994; Mennerick et al., 1998). Os níveis 
cerebrais de GLT-1 são aproximadamente quatro vezes maior do que os níveis de 
GLAST no hipocampo e seis vezes menor no cerebelo (Danbolt e Lehre, 1998). 
Estudos demonstraram uma expressão de mRNA do GLT-1, em várias populações 
de neurônios, mas ausência de proteína (Schmitt et al., 1996).  
Os outros transportadores de glutamato EAAC1, EAAT4 e EAAT5 são 
predominantemente encontrados em neurônios (Gegelashvili e Schousboe, 1998), 
no entanto, a expressão de EAAT4 também foi descrita em astrócitos (Hu et al., 
2003). O EAAC1 é encontrado na maior parte dos neurônios do sistema 
glutamatérgico, assim como nos neurônios do sistema gabaérgica (Danbolt et al., 
1998; Nedergaard et al., 2002), mas quando comparado com GLAST e GLT-1 em 
astrócitos, a sua expressão não é significativa (Haugeto et al., 1996). A proteína 
está presente no corpo celular dos neurônios e dendritos, evitando terminações 
nervosas, e também está presente nos astrócitos corticais e na substancia branca 
(Conti et al., 1998). 
O EAAT4 está localizado em células de Purkinje do cerebelo (Doyle et al., 
1998) de ratos e humanos (Furuta et al., 1997a; Tanaka et al., 1997a), mas também 
podem ser encontrados em concentrações menores no prosencéfalo (Danbolt , 
2001). É encontrado em altas concentrações na membrana espinhosa na frente 
de astroglias, desaparecendo gradualmente através do corpo celular (Tanaka et 
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al., 1997a; Dehnes et al., 1998). Além disso, estão transitoriamente expressos 
durante o desenvolvimento com um pico no 10º dia pós-natal (Furuta et al., 
1997a).  
Poucos estudos foram realizados visando à localização do transportador de 
glutamato EAAT5 em mamíferos e alguns relatos demonstram sua presença nas 
células da retina (Arizza et al., 1997).  
A afinidade de transportadores de glutamato varia de acordo com as 
preparações utilizadas. Estudos utilizando GLAST, GLT-1 e EAAC1 de seres 
humanos, clonados e expressos em células COS-7 (Arriza et al., 1994) mostrou uma 
afinidade GLAST, GLT-1 e EAATC1 de  48, 97 e 92 µM, respectivamente, e quando 
expresso em oócitos de Xenopus Laevis (Arriza et al., 1994; Kanai et al., 1994) os 
valores são de 20, 18 e 28-30 µM, respectivamente. GLAST de ratos expressos em 
oócitos de Xenopus Laevis (Klockner et al., 1993), e GLT-1 de ratos em células de 
CHO (Levy et al., 1995)  apresentam uma afinidade de 11 e 17 µM, 
respectivamente; EAAC1 de coelhos expressos em oócitos de Xenopus Laevis 
apresentam uma afinidade de 12 µM (Kanai e Hediger, 1992).  
Outros estudos mostraram que GLAST e GLT-1 já estão presentes no SNC, em 
baixas concentrações em estágios imaturos de desenvolvimento e aumentam 
até a fase adulta (Ullensvang et al., 1997; Furuta et al., 1997b). No cérebro imaturo 
ou durante o desenvolvimento, os níveis de GLAST são predominantes 
comparados aos de GLT-1, que não é detectável ao nascimento (Levy et al., 
1995; Ullensvang et al., 1997). GLAST está presente em concentrações 
significativas no prosencéfalo e cerebelo em ratos recém-nascidos (Ullensvang et 
al., 1997). Após a primeira semana pós-natal, a GLT-1 pode ser detectado no 
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prosencéfalo e após a segunda semana pós-natal, também é encontrado no 
cerebelo. Ambos os transportadores atingem níveis adultos após cinco semanas 
de vida (Ullensvang et al., 1997). As concentrações de GLAST e GLT-1 aumentam 
drasticamente durante o período de maior atividade da sinaptogênese (fim da 
segunda semana pós-natal até o final da quarta semana pós-natal), atingindo 
níveis adultos após trinta e cinco dias de vida (Ullensvang et al. 1997; Furuta et al., 
1997b). EAAC1 está presente nas fases iniciais de desenvolvimento e sua 
concentração atinge o seu pico no 5º dia pós-natal (Morris, 1989), enquanto 
EAAT4 está presente no primeiro dia pós-natal atingindo níveis adultos na segunda 
semana de vida (Furuta et al., 1997b) . 
 
5.2. Funções dos transportadores de glutamato 
Transportadores de glutamato recapturam o neurotransmissor mantendo a 
sua concentração extracelular baixa seguindo a atividade sináptica. Eles têm um 
ritmo de tempo de ciclo relativamente lento ou seja, de dezenas de milissegundos 
(Wadiche et al., 1995), mas o passo inicial da remoção de glutamato ocorre em 
apenas alguns milissegundos (Wadiche et al., 1995; Grewer et al., 2000; Otis e 
Kavanaugh, 2000). Assim, logo após que o glutamato ativa seus receptores pós-
sinápticos, a maior parte dele é retirada do espaço extracelular pela captação 
das células gliais (Clark e Barbour, 1997; Bergles e Jahr, 1997) e, em algumas 
sinapses, pelos neurônios (Otis et al. , 1997; Auger e Attwell, 2000; Diamond, 2001). 
O transporte de glutamato através das membranas celulares é mediado pelo 
gradiente eletroquímico do co-transporte de íons. Foi demonstrado que o 
transportador de  glutamato mais abundante, GLT-1, co-transporta 3 Na+ e 1 H+ e  
contra-transporta um íon K+ (ver figura 16) (Brew e Attwell, 1987; Attwell, 2000; 
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Anderson e Swanson, 2000) . Esta estequiometria iónica representa um sistema 
capaz de reduzir a concentração de glutamato extracelular até 2 nM, na 
ausência de liberação de glutamato (Danbolt et al., 1998). O gradiente de 
transmembrana de Na+/K+ é mantido pela bomba Na+/K+-ATPase e quando este 
gradiente é comprometido, o transporte de glutamato ocorre na direção oposta 
(Nicholls e Attwell, 1990).  
Em geral, o principal efeito da captação de glutamato é reduzir a distância 
de difusão do glutamato (Barbour, 2001). Os transportadores são cruciais para 
determinar a duração temporal da transmissão sináptica. Por exemplo, eles 
podem determinar a amplitude e duração do componente NMDA das EPSCs nas 
sinapses das fibras musgosas do cerebelo, e nas sinapses do hipocampo 
(Mennerick e Zorumski, 1994; Asztely et al., 1997; Overstreet et al., 1999). Assim, eles 
melhoram a especificidade espacial da transmissão sináptica realizando uma 
regulação funcional sináptica e peri-sináptica, reduzindo assim a duração dos 
efeitos pós-sinápticos do glutamato (He et al., 2000; Brasnjo e Otis, 2001). O 
transporte de glutamato controla, de maneira indireta, a liberação de 
neurotransmissores determinando a quantidade de glutamato esperada pelos 
receptores pré-sinápticos (Oliet et al., 2001). A inibição dos transportadores de 
glutamato diminui a liberação de glutamato (Maki et al., 1994) e GABA 















Figura 16: Transportadores de 
glutamato.  
Diferentes tipos de transportadores de 
glutamato na sinapse glutamatérgica. 
(I) Glutamato é removido do fluido 
extracelular pelo GLT1, GLAST e alguns 
transportadores de glutamato EAAC 
localizados na membrana plasmática 
das células gliais. É importante saber 
que GLT e EAAC bombeiam um 
glutamato, juntamente com três Na+ 
e H+ para dentro das células em troca 
de um K+. GLT é a mais abundante 
transportador de glutamato e GLAST é 
o principal em algumas regiões do 
cérebro como o cerebelo e retina. (II) 
Transportadores de glutamato 
também estão localizados pós-
sinápticamente na membrana 
plasmática de espinhos dendríticos e 
este é o caso dos EAAT4 (somente em células de Purkinje cerebelares) e dos 
EAAC (em todo o cérebro). Esses transportadores são normalmente associados 
com atividades de canais de Cl-. (III) Transportadores de glutamato em terminais 
nervosos glutamatérgicos, não são muito bem conhecidos. (IV) Os 
transportadores de glutamato localizados na membrana plasmática das vesículas 
sinápticas são responsáveis por carregar as vesículas sinápticas com o transmissor 
presente no citosol. Estes transportadores utilizam a energia a partir de uma 
ATPase vesicular dependente de Mg2+ presente na membrana vesicular, que 
bombeia H+ para dentro das vesículas. (V) e a cistina, essencial para a síntese da 
glutationa, é transportada para dentro das células em troca pelo glutamato.  
Adaptado de Danbolt NF., 2001) 
 
De maneira importante, a captação realizada pelos transportadores não é 
suficiente para impedir completamente a difusão de glutamato (Kullmann e 
Asztely, 1998; Overstreet et al., 1999; Kullmann, 2000). Assim, o “spillover” de 
glutamato, de um sítio de liberação sináptico para receptores próximos aos sítios 
de liberação, ou para receptores extra-sinápticos, pode ocorrer em diferentes 
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e Carter, 2000; Arnth-Jensen et al., 2002; DiGregorio et al., 2002; Marcaggi et al., 
2003). Além disso, o transporte de glutamato participa na síntese de GABA em 
alguns interneurônios (Sepkuty et al., 2002; Mathews e Diamond, 2003). E outras 
funções importantes de transportadores de glutamato desempenham papeis 
cruciais no SNC: 
 
 Eles diminuem rapidamente, a concentração de glutamato no espaço 
extracelular evitando neurotoxicidade;  
 Em células glutamatérgicas, os transportadores de glutamato recaptam o 
neurotransmissor para armazenamento de vesículas sinápticas;  
 Em astrócitos, transportadores de glutamato contribuem para 
desintoxificação de NH4 quando o glutamato recaptado é transformado 
em glutamina eliminando o excesso de NH4 e evitando hiperamonemia;  
 Em neurônios gabaérgicos, o glutamato será recaptado e utilizado para a 
síntese de GABA (Sepkuty et al., 2002; Mathews e Diamond, 2003); 
 Transportadores de glutamato controlam a transmissão das informações 
limitando o “spillover” de glutamato. Isto irá reduzir a probabilidade da co-
ativatição e sincronização da população neuronal. 
 
Outra característica importante dos transportadores de glutamato é a sua 
grande afinidade pelo glutamato (EC50 entre 4 e 30 µM, dependendo do 
transportador), estando perto da afinidade do NMDA pelo glutamato. Isto 
garante uma rápida e eficiente recaptação. Estudos mostraram que a ligação do 
glutamato com seus transportadores é tão rápida quanto a sua ligação com os 
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receptores AMPA (Grewer et al., 2000). Assim, a liberação de glutamato irá ativar 
os receptores, mas ao mesmo tempo, transportadores de glutamato irão recaptar 
a molécula. No entanto, fora da fenda sináptica, a ligação do glutamato é mais 
favorável aos transportadores do que aos receptores.  
Como já foi discutido, astrócitos representam a via mais importante da 
captação de glutamato (80-90% da captação total de glutamato). Primeiro, 
porque a maioria dos transportadores de glutamato estão localizados em 
astrócitos e em segundo lugar, eles têm propriedades intrínsecas favoráveis para 
esta tarefa. Por exemplo, eles têm potencial de repouso da membrana 
fortemente hiperpolarizado (em torno de -100mV) aumentando o gradiente de 
concentração de sódio (mais alto no espaço extracelular) e potássio (mais alto 
no espaço intracelular). Astrócitos também têm uma fraca resistência de 
membrana (dezenas de megaOhms) reduzindo flutuações do potencial de 
membrana e mantendo o gradiente de concentração de sódio e potássio. A 
ausência de potenciais de ação não despolariza os astrócitos e, 
consequentemente, não reduz o gradiente de concentração de sódio e potássio. 
Finalmente, astrócitos têm baixa concentração de glutamato no citosol, uma vez 
que o glutamato é rapidamente catabolizado em glutamina pela glutamina 
sintetase (Danbolt, 2001). 
 
5.3. Inibição dos transportadores de glutamato 
 
Normalmente, é muito difícil bloquear, de um modo adequado, os 
transportadores de glutamato. Existem alguns compostos disponíveis para esta 
tarefa como por exemplo, o L-trans-pirrolidina-2 ,4-dicarboxilato (PDC) e L-treo-3-
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hidroxi-ácido aspártico (THA). No entanto ambos têm efeitos de antagonistas 
competitivos sendo carregados pelos transportadores ao invés de glutamato e 
induzindo liberação de glutamato por “heteroexchange” (Barbour et al., 1991; 
Volterra et al., 1996). Outro inibidor dos transportadores de glutamato é o 
dihidrocainato (DHK), que não bloqueia todos os transportadores de glutamato 
atuando com maior seletividade para o EAAT2. Tanto o DHK quanto o THA são 
análogos do glutamato e têm ações inconvenientes como de agonistas parciais 
de glutamato em receptores de glutamato. O melhor composto para inibir os 
transportadores de glutamato é a DL-treo-beta-benziloxiaspartico (DL-TBOA, não 
excluindo outros análogos) (Shimamoto et al., 2004), que deriva do THA e é uma 
molécula não-transportável evitando “heteroexchange”. TBOA tem outras 
vantagens, não agindo como agonista parcial dos receptores de glutamato e 
bloqueando EAAT1, EAAT2 e EAAT3, os principais transportadores presentes no 
hipocampo e neocórtex (Shimamoto et al., 1998; Jabaudon et al., 1999). No 
entanto, foi demonstrado que o TBOA tem uma pequena  afinidade pelos 
receptores NMDA (IC50 = 65 ± 5,4 µM) (Shimamoto et al., 2000) porem 200 µM de 
DL-TBOA não ativam os receptores NMDA, usando técnicas de patch clamp de 
“outside-out” em neurônios (Jabaudon et al., 1999). Além disso, TBOA não tem 
efeitos sobre receptores ionotrópicos não-NMDA de glutamato, receptores 
metabotrópicos de glutamato ou outros receptores e transportadores (Shimamoto 
et al., 2004), assim o TBOA é amplamente utilizado, a fim de investigar as 
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5.4. Transportadores de glutamato durante o desenvolvimento 
Glutamato já esta presente durante o início dos períodos de vida, por isso a 
necessidade dos transportadores de também estar presentes em varias regiões 
do cérebro funcionando e capturando glutamato extracelular para manter os 
níveis do aminoácido inferior aos níveis neurotóxicos evitando ativação excessiva 
de receptores glutamatérgicos e, consequentemente, possível dano neuronal ou 
morte celular. Foi demonstrado que os transportadores de glutamato já estão 
presentes nas fases embrionárias de ambos os cérebros de roedores (Furuta et al., 
1997b) e de humanos (Bar-Peled et al., 1997) (Figura 17A e 17B, respectivamente). 
Assim, espera-se que esses transportadores desempenham um papel importante 




















Figura 17: Immunoreatividades dos transportadores de glutamato.  
A: As diferentes regiões de expressão de ambos transportadores de glutamato 
GLT1 e EAAC1 no prosencéfalo embrionário (E18) de ratos. Note a forte expressão 
dos transportadores no hipocampo. 
Adaptado de Furuta et al., 1997  
B: Seções sagitais de um cérebro humano com 24 semanas de gestação e a 
localização dos transportadores de glutamato EAAT1, EAAT2, EAAT3 e EAAT4. Note 
a distribuição exclusiva de cada subtipo de transportador durante o 
desenvolvimento com uma imunoreatividade relativamente específica de EAAT1 
na zona periventricular.  
Adaptado de Bar-Peled et al., 1997 
 
Tanaka e colaboradores mostraram uma maior susceptibilidade de lesão 
cortical aguda e crises espontâneas letais em camundongos nocaute de GLT-1, 
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transportadores estão ausentes. Além disso animais com deficiência dos 
transportadores GLAST também demonstraram maior susceptibilidade de lesões 
cerebelares, juntamente com uma redução da coordenação motora (Watase et 
al., 1998). Recentemente, Matsugami e colaboradores demonstraram, em um 
estudo muito elegante, que a supressão dos genes GLAST e GLT-1 causa grave 
ma-formação cerebral (Matsugami et al., 2006) (figura 18). Além disso, quando o 
transportador EAAC1 não está presente, ocorre neurotoxicidade resultando em 
epilepsia (Rothstein et al., 1996) e comportamento anormal (Danbolt, 2001).  
Mais detalhes sobre os transportadores de glutamato e o seu papel 







Figura 18: Anormalidades morfológicas em camundongos nocaute de GLAST e 
GLT1.  
Cortes coronais do cérebro inteiro (A-D) e neocórtex (E e F) na fase embrionária 
(E16) de camundongos do tipo selvagen (A, C e E) e mutante duplo de GLAST e 
GLT1 (B, D e F) corados com hematoxilina. Note que o corpo caloso não 
atravessa a linha média (asterisco em B). A seta (C) mostra falta da comissura 
anterior nos mutantes. Zona Marginal (MZ); Zona Intermediária (IZ) 
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5.5. Transportadores de glutamato e epilepsia 
 
Os estudos têm enfatizado o papel do sistema glutamatérgico no 
desenvolvimento de crises e epilepsia. O equilíbrio homeostático entre excitação 
e inibição no cérebro é fundamental para a manutenção normal da atividade 
cerebral. No entanto, se a quantidade de glutamato é excessiva devido a baixa 
expressão ou deficiência de transportadores, hiperexcitabilidade e crises 
cerebrais podem ser observadas.  
Foi demonstrado que, se o sistema de transportador é inibido pelo TBOA, 
pode ocorrer uma maior ativação dos receptores de glutamato e gerar ou 
prolongar atividade epileptiforme (Campbell e Hablitz, 2005). A mesma inibição 
induz um determinado padrão eletrofisiológico em roedores neonatais 
caracterizado por períodos alternados de atividade de surto e crises parciais (Milh 
et al., 2007). Este último padrão patológico se assemelha ao padrão de EEG 
conhecido como surto-supressão observado em Encefalopatias Epilépticas 
Precoces (EEE). 
Além disso, nocaute dos transportadores gliais em camundongos induz 
crises epilepticas letais (Tanaka et al., 1997b) e maior susceptibilidade às crises 
(Ueda et al., 2002). “Knockdown” do antisenso de EAAC1 no hipocampo de ratos 
adultos gera um fenótipo de crises de ausência (Rothstein et al., 1996). Outros 
modelos animais, como os camundongos nocaute condicional TSC1 (esclerose 
tuberosa do complexo proteína-1) apresentam níveis diminuídos da expressão de 
GLT1 e GLAST em suas fatias hipocampais e possuem epilepsia (Wong et al., 2003). 
Esta última observação é devido à inativação do gene levando ao desequilíbrio 
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da homeostase do glutamato. Além disso, cachorros com epilepsia idiopática 
(Shetland sheepdogs) com crises letais, possuem um aumento dos níveis de 
glutamato extracelular que são associados com uma diminuição dos níveis da 
proteína GLT-1 no córtex cerebral e tálamus (Morita et al., 2005). Injeções de 
ácido caínico também podem reduzir a expressão de EAAC1 no hipocampo 
(Simantov et al., 1999; Furuta et al., 2003). Curiosamente, se a expressão de EAAC1 
estiver diminuída em interneurônios gabaérgicos, conseqüentemente a produção 
de GABA será também diminuída e esta situação poderia, talvez, aumentar a 
excitabilidade neuronal (Yu et al., 2006). 
Em pacientes humanos com epilepsia do lobo temporal (TLE), é observado 
uma elevação das variantes do “splice” de mRNA do transportador de glutamato 
EAAT2 em comparação com o controle (Hoogland et al., 2004). Recentemente 
uma mutação do gene que codifica o transportador de glutamato 
mitocondrial/H(+) GC1 (SLC25A22) foi reportado em dois pacientes que 
apresentavam um padrão de surto-supressão (Molinari et al., 2005). Esta mutação 
prejudica a importação do glutamato mitocondrial, levando a um aumento da 
quantidade do transmissor no citosol e nenhuma mudança na função na cadeia 
respiratória mitocondrial (Molinari et al., 2005).  
No entanto, além de uma diminuição, um aumento da função dos 
transportadores de glutamato também pode ser observado em modelos animais 
de epilepsia. Zhang e colaboradores relataram um aumento na proteína de 
EAAC1 e uma diminuição da proteína do mRNA das subunidades dos receptores 
de glutamato GluR2 após status epilepticus (Zhang et al., 2004). Outros estudos 
também encontraram um aumento do mRNA de EAAC1/EAAT3 associados com 
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epilepsia de lobo temporal em células granulares do giro denteado de ratos e 
humanos (Crino et al., 2002). Esta controvérsia pode ser explicada pelo fato de 
que a baixa regulação dos transportadores de glutamato pode contribuir para 
fenótipos de crise enquanto que uma alta regulação pode servir como um 
mecanismo compensatório neuroprotetor.  
Em conclusão, bloqueando ou diminuindo a expressão dos transportadores 
de glutamato com ferramentas moleculares resulta em fenótipos de crise, 
sugerindo que o funcionamento normal do transporte de glutamato é importante 
na prevenção da hiperexcitabilidade neuronal. 
 
6. ATIVIDADES ESPONTÂNEAS DURANTE O DESENVOLVIMENTO 
Durante o desenvolvimento cerebral, a atividade neuronal parece 
desempenhar um papel crucial na coordenação da formação cerebral. Uma 
teoria muito famosa afirma que "neurons that fire together wire together" (Hebb, 
1949). Atividade neuronal sincronizada e oscilações de cálcio têm sido 
observadas em diferentes estruturas do cérebro sendo uma assinatura de redes 
nervosas em desenvolvimento. Estas oscilações desempenham um papel central 
no desenvolvimento e na formação de circuitos neuronais funcionais. 
 
6.1. Oscilações rítmicas espontâneas  
A presença de atividades rítmicas e espontâneas é uma notável constante 
muito bem preservada no desenvolvimento de redes neuronais. Este tipo de 
atividade foi descrita em uma enorme quantidade de estruturas, como na retina 
(Galli e Maffei, 1988), na medula espinhal (O'Donovan, 1989), no sistema auditivo 
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(Lippe, 1994) no sistema trigemius (Ho e Waite, 1999) e no córtex (Garaschuk et al., 
2000; Chiu e Weliky, 2001).  
Na retina, ondas de cálcio são iniciadas de maneira aleatória e não 
decorrem do mesmo grupo de neurônios (Feller et al., 1996). Na preparação da 
medula espinhal intacta de ratos, o ritmo das atividades se propaga do pólo 
cervical ao pólo lombar em fases embrionárias (E13.5) e do pólo lombar para o 
pólo cervical a partir de E16 (Nakayama et al., 1999). Além disso, secções da 
medula espinhal, assim como para a preparação do hipocampo intacto de ratos, 
mostra que as partes separadas ainda são capazes de gerar a atividade rítmica 
espontânea. No neocórtex, a maioria das atividades espontâneas e sincronizadas 
é iniciada no córtex entorrinal (Garaschuk et al., 2000). Além disso, na retina e 
medula espinhal, durante a fase inicial de desenvolvimento, a excitação 
sináptica começa sendo mediada pela acetilcolina (Feller et al., 1996, Fischer et 
al., 1998; Milner e Landmesser, 1999) e posteriormente pelo glutamato (Wong et 
al., 1998; Nakayama et al., 1999; Chub et al., 2006). No neocórtex e no 
hipocampo, esta excitação é mediada pelo GABA e glutamato (Gaiarsa et al., 
1990b; Khazipov et al., 1997; Garaschuk et al., 2000). Em todas estas estruturas 
descritas, as atividades rítmicas espontâneas estão presentes durante um certo 
período de desenvolvimento quando GABA e glicina induzem despolarização da 
membrana nos neurônios em desenvolvimento. Além disso, bloqueadores dos 
receptores GABAA ou de glicina reduzem a frequência destas atividades (Ben-Ari 
et al., 1989; Garaschuk et al., 1998, Fischer et al., 1998; Nakayama et al., 1999; 
Garaschuk et al., 2000; Fellippa-Marques et al., 2000).  
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Estas atividades rítmicas, como GDPs, são geradas durante o 
desenvolvimento da formação hipocampal e podem se propagar para estruturas 
alvo como septo e córtex entorrinal (Leinekugel et al., 1998) estando associadas a 
oscilações da concentração de cálcio intracelular. Por exemplo, no neocórtex e 
formação hipocampal, estas oscilações de cálcio intracelular são devido ao 
influxo de cálcio através de canais de cálcio voltagem-dependentes (Leinekugel 
et al., 1997; Garaschuk et al., 1998; Garaschuk et al., 2000). No córtex visual, as 
oscilações de cálcio são iniciadas pela ativação de receptores metabotrópicos 
de glutamato que, por sua vez, induz a formação de inositol trifosfato (Kandler e 
Katz, 1998a). O IP3 vai então se difundir entre as células vizinhas através das 
junções “gap” induzindo liberação de cálcio dos estoques intracelulares (Kandler 
e Katz, 1998a).  
Em conclusão, é importante saber que as diferentes redes neuronais são 
capazes de gerar atividades rítmicas espontâneas seguindo regras semelhantes. 
No entanto, os mecanismos responsáveis pela periodicidade ou término destes 
eventos ainda não estão claros, mas também podem ser semelhantes. Assim, na 
retina (Feller et al., 1997), na medula espinhal (Fedirchuk et al., 1999) e na 
formação hipocampal (Menendez de la Prida et al., 1996), os eventos sinápticos 
síncronizados são seguidos por um período refratário, sem eventos. Após o 
período refratário, há uma recuperação progressiva da excitabilidade da rede 
neuronal até o próximo episódio e isso pode influenciar a periodicidade das 
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6.2. Giant Depolarizing Potentials (GDPs) 
Durante a primeira semana de vida pós-natal o hipocampo é 
caracterizado por eventos de rede periódicos e síncronizados chamados de 
Potenciais Gigantes Despolarizantes (GDPs) (figura 19). Esta atividade é 
caracterizada por manifestações rítmicas e espontâneas (Corradetti et al., 1988; 
Ben-Ari et al., 1989; Gaiarsa et al., 1990a; Gaiarsa et al., 1990b; McLean et al., 
1995; Khazipov et al ., 1997).  
GDPs tem uma freqüência média de 0,1 Hz e são caracterizados em níveis 
celulares por uma despolarização de membrana com duração média de 500 
milissegundos. Estas despolarizações estão associadas com surtos de potenciais 
de ação. A ocorrência de GDPs compreende desde o nascimento até o final da 
primeira semana de vida pós-natal e sua gênese é uma consequência direta das 
ações despolarizantes e excitatórias do GABA neste período de desenvolvimento. 
No início da segunda semana de vida, GDPs são substituídos por uma atividade 
espontânea e rítmica com características semelhantes (freqüência e duração), 
mas com respostas de polaridade invertida. E finalmente, no final da segunda 















Figura 19: Potenciais Gigantes Despolarizantes (GPDs).  
A: Registro eletrofisiológico de células piramidais de CA3 em fatias de hipocampo 
de um rato (P6) (traçado superior). Note os surtos de população registrados 
simultaneamente no potencial campo (traçado inferior). Na direita, figura mostra 
um episódio de GDP em escala temporal expandida;  
B: Seqüência de desenvolvimento do hipocampo do rato. Note que GDPs 
coincidem com o crescimento neuronal e com a formação de sinapses. 
 
Além disso, GDPs são associados com oscilações de concentração interna 
de cálcio essencialmente devido à ativação de canais de cálcio voltagem-
dependentes (Leinekugel et al., 1997; Garaschuk et al., 1998; Canepari et al., 
1999). Em um estudo recente, nós trabalhamos em colaboração com a equipe 
de investigação da Dra. Cossart e mostramos que os GDPs possuem 
características totalmente diferentes comparados com um outro tipo de 
atividade denominada Oscilações Precoce de Rede ou “Early Network 
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Oscillations” (ENOs) (Allene et al., 2008, veja capítulo “Early Network Oscillations” e 
anexo II).  
GDPs estão presentes nas células piramidais de CA3 (Menendez de la Prida 
et al., 1996; Palva et al., 2000), células granulares (Menendez de la et al., 1998; 
Hollrigel et al., 1998), células piramidais de CA1 (Garaschuk et al., 1998 Menendez 
de la Prida et al., 1998; Cattani et al., 2007) e interneurônios hipocampais (Strata et 
al., 1997; Garaschuk et al., 1998). Os GDPs são observados em fatias hipocampais 
de ratos mantidas vivas in vitro (Ben-Ari et al., 1989), no hipocampo intacto 
(Leinekugel et al., 1998) e in vivo (Leinekugel et al., 2002). Além disso, GDPs são 
também observados em outras espécies de animais como o coelho (Menendez 
de la Prida et al., 1996) e macacos (Rhesus) (Khazipov et al., 2001). E assim como 
no rato, GDPs estão presentes durante um certo período restrito do 
desenvolvimento pós-natal nos coelhos e período pré-natal em macacos.  
Depois da observação da presença de GDPs, numerosos experimentos 
foram realizados a fim de investigar a natureza e os mecanismos responsáveis 
pela gênese desta regulação de rede neuronais imaturas. Resumindo o que foi 
feito até hoje sobre a natureza dos GDPs, temos: 
 
 GDPs são eventos poli-sinápticos sendo registrados nos eletrodos de 
potencial de campo (Ben-Ari et al., 1989) e são sincronizados, quando duas 
células são registradas simultaneamente (Khazipov et al., 1997); 
 GDPs são essencialmente mediados por receptores GABAA (Ben-Ari et al., 
1989; McLean et al., 1995), mas componentes glutamatérgicos também 
estão presentes nas correntes intracelulares de GABAA em condições de 
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diálise (Khazipov et al., 1997; Menendez de la et al ., 1998; Bolea et al., 
1999); 
 A expressão dos GDPs é devida à ativação sincronizada de interneurônios 
gabaérgicos (Ben-Ari et al., 1989; Khazipov et al., 1997). Este mecanismo 
ainda não está totalmente esclarecido, mas depende claramente de 
aferências excitatórias glutamatérgicas. (Ben-Ari et al., 1989; Gaiarsa et al., 
1990b; Gaiarsa et al., 1991; McLean et al., 1995). 
 
6.2.1. GDPs gênesis e propagação  
Duas hipóteses foram propostas relativas à gênese dos GDPs pela ativação 
sincronizada de interneurônios gabaérgicos através de aferências excitatórias 
glutamatérgicas (pela ativação de receptores NMDA e AMPA) (Khazipov et al., 
1997; Gaiarsa et al., 1990b; Gaiarsa et al., 1991b). A primeira hipótese argumenta 
que a sincronização é devida às propriedades de rede em geral, e a segunda 
hipótese liga a sincronização com a presença de células do tipo marcapasso 
contendo atividade intrínseca oscilatória.  
Strata e colaboradores realizaram registros intracelulares em diferentes tipos 
de neurônios para testar a segunda hipótese. Eles mostraram a presença de 
interneurônios particulares localizados no hilo da fáscia denteada (Strata et al., 
1997; Strata, 1998) Esses interneurônios são particularmente interessantes porque 
possuem realmente uma atividade intrínseca oscilatória relacionada com a 
presença de uma corrente de entrada catiónica retificadora (Ih) ativada pela 
hiperpolarização da célula. Além disso, essas células são acopladas por junções 
do tipo “gap” permitindo a sincronização de disparo desta população neuronal. 
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Assim, este tipo de célula poderia gerar atividades sincronizadas oscilatórias 
influenciando interneurônios gabaérgicos. No entanto, esta hipótese veio à baixo 
quando outros estudos separaram o hilo das regiões hipocampais de CA1 e CA3 
e observaram que a geração dos GDPs é independente das células marcapasso 
(Khazipov et al., 1997; Menendez de la Prida et al., 1998) (Figura 20). Eles 
mostraram que a iniciação dos GDPs existe em regiões hipocampais isoladas, mas 
com maior probabilidade de ocorrência proveniente de CA3 e propagação para 
CA1 e giro denteado. Além disso, cerca de 20% da iniciação dos GDPs é 





Figura 20: Potenciais 
Gigantes Despolarizantes 
registrados em fatias isoladas 
das regiões CA3, CA1 e giro 
denteado.  
A: GDPs semelhantes aos 
registrados no controle 
também estão presentes nos 
subcampos isolados de CA3, 
CA1 e giro denteado;  
B: Representação 
esquemática de mini fatias 
de regiões isoladas. Os 
pontos marcam onde as células foram registradas;  
C: Relação entre a frequência dos GDPs e o tamanho das mini fatias de CA3. 
Uma grande variação foi detectada.  
Adaptado a partir Menendez de la Prida et al., 1998 
 
De la Prida também mostrou que GDPs são precedidas por um período de 
integração com duração de 100-300 milissegundos onde a freqüência de eventos 
sinápticos esta aumentada. Esta frequência é dependente da região com 12 Hz 
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em CA3 e 17 Hz em CA1 e giro denteado. Esta variabilidade da freqüência e 
duração deste período de integração das diferentes regiões do hipocampo 
sugere que GDPs são gerados por circuitos locais e por diferentes grupos de 
células (de la Prida Menendez et al., 1996; Menendez de la et al., 1998; Menendez 
de la Prida e Sanchez-Andres, 2000). No hipocampo intacto semelhante 
observações foram feitas. A maioria dos GDPs é iniciada na região septal do 
hipocampo e se propagam para o pólo temporal (Leinekugel et al., 1998). Se 
desconexão dessas duas partes do hipocampo for feita, ambas as regiões são 
capazes de gerar GDPs com maior freqüência em relação a pólo septal. Assim, a 
região septal de CA3 gera a maioria dos GDPs que se propagam 
transversalmente (em fatias) e longitudinalmente (Leinekugel et al., 1998).  
A explicação das zonas preferenciais de gênese dos GDPs ainda intriga os 
investigadores. Poderia ser devido a diferenças de rede (acoplamento sináptico 
entre as células piramidais é maior na região de CA3), às diferenças neuronais 
(40% das células piramidais de CA3 gera surtos de potenciais de ação de 
maneira endógena), ou às diferenças de maturação (neurogênese inicia em CA3 
com um gradiente septo-temporal). 
Além disso, Sipila e colaboradores recentemente forneceram uma nova 
visão sobre a geração dos GDPs. Eles mostraram que o GABA despolarizante tem 
um papel facilitatório temporalmente não padronizado na geração dos GDPs, ao 
promover os surtos intrínsecos voltagem-dependentes da rede interligada de 
neurônios imaturos piramidais de CA3 (Sipila et al., 2005). Estes surtos intrínsecos 
são gerados por uma corrente de sódio persistente e terminados por uma 
corrente de potássio lenta ativada pelo cálcio (Sipila et al., 2006). E mais 
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recentemente Safiulina e colaboradores seguiram a idéia dos surtos intrínsecos 
presentes na rede hipocampal imatura e sugeriram que a corrente de potássio IM 
poderia também estar implicada na geração dos GDPs. Eles mostraram que 
neurônios imaturos têm baixa expressão de uma subunidade do canal de 
potássio (Kv7/M), e juntamente com a ação do GABA despolarizante são mais 
susceptíveis a produzir surtos de atividade e sincronizar a rede neuronal 
hipocampal gerando GDPs (Safiulina et al., 2008). 
Curiosamente, descobrimos recentemente, colaborando com a Dra. 
Cossart, utilizando microscopia de imagem de cálcio e registros eletrofisiológicos, 
evidências de uma topologia de escala livre que compreende tipos específicos 
de neurônios chamados de neurônios "hub" no que diz respeito a padrões 
sincronizados de rede do hipocampo. Os neurônios “hub” representam 
interneurônios gabaérgicos localizados no stratum lucidum e camada piramidal 
com uma ampla arborização axonal orquestrando os GDPs hipocampais. A 
estimulação das células hub desacelera os GDPs e, em alguns casos, desincroniza 
completamente a atividade da rede estabelecendo um papel crucial da 
transmissão gabaérgica na formação dos GDPs (Bonifazi et al., 2009, em revisão). 
Esta descoberta poderá abrir novas perspectivas relativas aos mecanismos de 
geração das oscilações de rede fisiológicas e patológicas (Ver anexo III). 
No que se refere à farmacologia, GDPs são bloqueados pelo TTX (1 µM), 
bicuculline (10 µM), APV (50 µM), CNQX (10 µM) ou NBQX (10 µM), indicando que 
os GDPs são mediados pela ativação sináptica de receptores GABAA, NMDA e 
AMPA. A dependência do potencial de inversão dos GDPs está relacionada com 
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a concentração intracelular de cloro implicando essencialmente receptores 
GABAA. 
 
6.3. Early network oscillations  
Outro tipo de atividade de rede sincronizada também foi observado no 
hipocampo imaturo de ratos. O grupo de investigação do Dr. Konnerth 
caracterizou a chamada Oscilações de Rede Precoce (ENOs) com algumas 
semelhanças comparadas com os GDPs. As ENOs estão presentes em quase toda 
região hipocampal de CA1 implicando 85% das células piramidais, 70% dos 
interneurônios do stratum oriens e stratum radiatum e também implicam a região 
de CA3 (dados não publicados). Como os GDPs, ENOs são atividades de rede 
sincronizadas que se propagam (Leinekugel et al., 1997) devido, em parte, as 
ações despolarizantes do GABA, uma vez que elas desaparecem junto com a 
mudança do potencial de inversão dos íons cloro no sentido de potenciais mais 
hiperpolarizados em torno do fim da segunda semana de vida pós-natal em ratos 
(Ben-Ari et al., 1989; Garaschuk et al., 1998; Khazipov et al., 2004a). No neocórtex, 
ENOs também são observadas porém com uma maior contribuição dos 
receptores de glutamato que as ENOs hipocampais e são mais localizadas 
implicando particularmente domínios neuronais. A sua frequência é mais fraca e 
elas não dependem de potenciais de ação (Yuste et al., 1992; Yuste et al., 1995; 
Kandler e Katz, 1995; Schwartz et al., 1998; Aguilo et al., 1999; Garaschuk et al ., 
2000). As  ENOs neocorticais são observadas apenas na primeira semana de vida, 
com pico no 1º dia pós-natal (P1), com freqüência muito fraca em torno de um 
episódio a cada 1-12 minutos, duração de alguns segundos (dezenas) e com 
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velocidade de propagação em torno 2mm/min. Quanto à sua farmacologia, 
ENOs são totalmente bloqueadas pela aplicação dos antagonistas dos 
receptores NMDA e AMPA. Notavelmente, a transmissão gabaérgica não 
participa da geração ou modulação das ENOS neocorticais (Garaschuk et al., 
2000) (figura 21). 
FIGURA 21 
 
Figura 21: Oscilações de rede 
precoces corticais versus 
hipocampais. 
Fatias horizontais do cérebro 
de um rato de um dia de vida 
(P1). Registro hipocampal 
(traçados inferiores) e 
neocortical (traçados 
superiores) de oscilações de 
cálcio mostram componente 
glutamatérgico cortical 
(experimento a cima) e 
mediação gabaérgica 
hipocampal (experimento em 
baixo). Note o aumento da 
amplitude e a redução da 
freqüência das oscilações 
corticais de cálcio quando 
receptores GABAA são bloqueados. Correção da diminuição do “background” 
da fluorescência dividido pela fluorescência de repouso (DF/F).  
Adaptado de Garaschuck et al., 2000 
 
Curiosamente, nós investigamos as propriedades das ENOs, combinando 
registros eletrofisiológicos e imagem de cálcio (Allene et al., 2008). Registros de 
fatias do neocórtex imaturo de ratos sugerem que este tipo de oscilação (eventos 
mediados pelos receptores NMDA) é um padrão de rede distinto em 
comparação com os GDPs (eventos mediados pelos receptores GABAA). Uma vez 
que as ENOs podem ser geradas pela redução do fluxo de perfusão 
(consequentemente redução da taxa de oxigênio) na preparação de fatias 
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neocorticais imaturas, nós sugerimos que elas podem representar um efeito 
secundário de insultos isquêmicos. Esta observação se baseia na dependência da 
frequência das ENOs à perfusão. Ainda mais importante, nós mostramos que uma 
maior concentração de glutamato extracelular, que ocorre durante episódios de 
anóxia, controla a expressão das ENOs (Allene et al., 2008) (Ver anexo II). 
 
6.4. Sharp Waves 
Experimentos utilizando registros com eletrodos “multisite” extracelular e 
“patch-clamp” no hipocampo de ratos neonatais in vivo, demonstrou um padrão 
de atividade muito característico entre os dias pós-natais 4 e 6 (P4 a P6). Este 
padrão representa surtos espontâneos recorrentes de atividade neuronal 
sincronizada chamado de ondas agudas positivas (Sharp Positive Waves - SPWs) 
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Figura 22: Atividade imatura do hipocampo de ratos neonatais in vivo.  
1: Ondas agudas positivas (SPWs) registradas na região de CA1 do hipocampo de 
ratos neonatais (P3-P6) sob anestesia de uretano. (A) Traçado filtrado (> 300 Hz) 
da atividade de multiunidade na camada piramidal de CA1. Setas indicam SPWs 
registradas com eletrodos de campo simultaneamente. Abaixo do traçado está a 
atividade de unidade múltipla ao longo do tempo. (B) Traçados em banda larga 
(1 Hz a 5 kHz) e filtrados (> 400 Hz) das SPWs assinaladas pelos asteriscos em (A). 
Nota um prolongado disparo do tipo "tail", após a SPW local. (C) “Cross-
correlogram” entre SPWs e disparos de multiunidade de CA1 (bin: 10 ms). 
Adaptado de Leinekugel X., 2002  
2: Apresentação esquemática do desenvolvimento de eventos transitórios e 
persistentes hipocampais e oscilações no período neonatal em ratos.  
SPWs e oscilações lentas do tipo gama (20-30 Hz) ocorre em todas as idades.  
SPWs relacionadas com “tail” rápidas do tipo gama (60-100 Hz) em P6  
Ripples (140-200 Hz) em P7.  
Espículas denteadas em P7  
Atividade teta em P8  
SPWs duplas aumentam e a duração das SPW diminu transitoriamente entre P7 e 
P11.  
SPWs espontâneas potencializadas (spSPWs) em P8-11  
Espículas interictais (IISs) associadas com oscilações patológicas de alta 
freqüência (HFOs; 60-200 Hz) são evocadas pela primeira vez através da infusão 
de ácido caínico no hipocampo contralateral em P7.  
Susceptibilidade do pico de crise à infusão de ácido caínico, como indicado pelo 
número de injeções necessárias para induzir atividade de crise, ocorrem em P9. 
Adaptado de (Mohns et al., 2007) 
 
SPWs são o primeiro tipo de atividade de rede gerada pelo hipocampo 
durante o desenvolvimento. Na camada piramidal de CA1 da região 
hipocampal, a atividade é expressa por surtos de população que duram de 0,5 a 
3 segundos e são separados por longos períodos de silêncio durante o sono, 
imobilidade ou comportamentos de consumo como comer, beber e “grooming”. 
Na realidade, SPWs são geradas por descargas sincronizadas de células 
piramidais de CA3 e encaminhadas para CA1 através das colaterais de Schaffer. 
SPWs não são exclusivamente um padrão de atividade neonatal e também são 
observadas em ratos adultos. No entanto, após a segunda semana pós-natal, 
SPWs estão associadas com ondulações rápidas ou “fast ripples” (140-200Hz) 
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separando-as em padrões diferentes durante o início do desenvolvimento (Suzuki 
e Smith, 1988; Buzsaki et al., 1992; Buhl e Buzsaki, 2005). O curso do tempo de 
desenvolvimento dos “ripples” ocorre em paralelo com a mudança na 
sinalização mediada pelos receptores GABAA de excitação para inibição. 
Acredita-se que as SPWs neonatais in vivo são homólogas dos GDPs observados in 
vitro, porque eles têm as seguintes semelhanças entre si: 
 
 Ambas as atividades são eventos de rede endógenos (Buzsaki, 1986; Ben-
Ari, 2001);  
 Ambas ocorrem com intervalos irregulares com um pico em ~0,3 Hz 
(Leinekugel et al., 2002); 
 Ambos os eventos são vistos quase simultaneamente em vários locais do 
hipocampo bilateralmente e em ambos os hemisférios (Suzuki e Smith, 1987; 
Buzsaki et al., 1989). Para dados relacionados com os GDPs in vitro no 
complexo septohippocampal, ver Leinekugel et al. 1998;  
 Ambas estão associadas com um aumento médio da taxa de disparo dos 
neurônios piramidais e interneurônios (Buzsaki e Eidelberg, 1983; Ben-Ari, 
2001), embora algumas células piramidais de CA3 são inibidas durante estes 
eventos (Ben-Ari et al., 1989 ; Csicsvari et al., 2000);  
 Ambas são bloqueadas pelo bumetanida, um inibidor específico da 
absorção de cloro mediada pelo transportador NKCC1, no hipocampo de 
ratos no período neonatal (Sipila et al., 2006). 
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A última observação sugere que o GABA despolarizante é um instrumento 
importante para a geração de padrões de atividades imaturas hipocampais 
tanto in vivo quanto in vitro (Dzhala et al., 2005; Sipila et al., 2006). Além disso, 
ambos eventos de rede são completamente bloqueados por antagonistas 
seletivos dos receptores AMPA (Ben-Ari et al., 1989; Bolea et al., 1999; Lamsa et al., 
2000), indicando um papel crucial da transmissão glutamatérgica neste tipo de 
sincronização neuronal . Além disso, o padrão temporal de atividade GDP são 
modulados pelas propriedades de surtos intrínsecos dos neurônios neonatais 
piramidais de CA3 (Sipila et al., 2005).  
Nos adultos, a função fisiológica das SPWs tem sido atribuída a processos 
cognitivos, especialmente para a transferência dos traçados da memória da 
área CA3 para área CA1 no hipocampo e depois para o neocórtex para 
armazenamento de longo termo (Buzsaki et al. 1989; Wilson e McNaughton, 1994; 
Skaggs e McNaughton, 1996; Siapas e Wilson, 1998; Hobson e Pace-Schott, 2002; 
Lee e Wilson, 2002; Battaglia et al., 2004). O perfil espacial das respostas de 
potenciais de campo no stratum pyramidale e stratum radiatum de CA1 durante 
SPWs e durante a estimulação das colaterais de Schaffer são similares, e a região 
de CA3 funciona como um marcapasso na geração das SPWs (Buzsaki, 1986; 
Suzuki e Smith, 1988). Coerente com estes achados, acredita-se que as SPWs são 
geradas pela rede interligada de neurônios “bursting” piramidais de CA3 durante 
períodos de desinibição dependentes de estados comportamentais (Buzsaki, 
1986; Suzuki e Smith, 1988).  
Em ratos neonatais, SPWs representam a principal fonte de atividade 
neuronal no hipocampo neonatal (uma vez que os neurônios raramente disparam 
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entre os episódios), fornecem disparos sincronizados pré e pós-sinápticos 
permitindo uma modificação Hebbiana de sinapses em desenvolvimento e 
contribuem para a maturação e manutenção de circuitos corticais de ratos 
recém-nascidos (Leinekugel et al., 2002).  
Além disso, um recente estudo investigou o aparecimento durante o 
desenvolvimento de atividades imaturas do cérebro de ratos e identificou um 
conjunto de características transientes do hipocampo consistente com uma 
janela de excitabilidade aumentada reforçando o fato de maior susceptibilidade 
às crises durante a segunda semana pós-natal (Mohns et al., 2007) (Figura 22-2). 
 
6.5. Spindle Bursts  
Numerosos padrões de atividade foram descritos nas redes corticais em 
desenvolvimento utilizando preparações com fatias vivas, culturas ou neurônios 
intactos in vitro. Estes padrões incluem domínios neuronais sincronizados, 
mediados por junções do tipo “gap” (Yuste et al., 1992; Yuste et al., 1995; Kandler 
e Katz, 1995; Kandler e Katz, 1998a; Kandler e Katz, 1998b), ondas (Peinado, 2000 ; 
Peinado, 2001), oscilações dependentes de acetilcolina alpha/beta ou 
beta/gama (Dupont et al., 2006), e as oscilações de rede precoces mediadas por 
conexões intracorticais glutamatérgicas e gabaérgicas excitatórias (Garaschuk et 
al., 2000). Atividade neuronal correlacionada foi também observada no córtex 
somatossensorial neonatal na preparação do hemisfério intacto in vitro (Schwartz 
et al., 1998; Dupont et al., 2006). Estudos paralelos revelaram mudanças 
significativas durante desenvolvimento na composição dos canais iônicos, 
conexões sinápticas, transportadores iónicos e junções do tipo “gap”. Estas 
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mudanças durante o desenvolvimento têm um forte impacto sobre as atividades 
neuronais de rede e podem explicar a geração de padrões particulares de 
atividade em redes neuronais imaturas (Ben-Ari et al., 1997; Ben-Ari, 2001; Ben-Ari, 
2002; Moody e Bosma , 2005). Exemplos de atividade com organização 
descontínua são os potenciais gigantes despolarizantes (GDPs) (Ben-Ari et al., 
1989) e oscilações de rede precoce (ENOs) (Garaschuk et al., 2000; Corlew et al., 
2004; Adelsberger et al., 2005).  
Experimentos utilizando registros extracelulares e patch-clamp em ratos 
neonatais revelaram que o padrão dominante de atividade no neocórtex 
somatossensorial é o “spindle burst” (Khazipov et al., 2004a; Minlebaev et al., 
2007). Um spindle burst é um surto transiente rítmico com 5-25 Hz de atividade e 
com duração de aproximadamente 1 segundo (figura 23). Spindle bursts se 
assemelham aos “spindles” durante o sono em adultos (Steriade, 2001). No 
entanto, em contraste com spindles durante o sono, spindle bursts neonatais são 
eventos locais com tendência limitada em se propagar. Além disso, spindle bursts 
estão presentes durante a vigília em filhotes durante a marcha e quando se 
alimentam, geralmente desencadeados por “twitches” de mioclonia  de 




Figura 23: Spindle burst 
desencadeado por movimento no 
córtex somatossensorial primário 
(S1) do rato recém-nascido.  
A: Registros de banda larga da 
atividade extracelular e atividade 
de unidade múltipla (MUA) filtrada 
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(0,3-5 kHz) na área dos membros inferiores de S1 de um rato P2. A positividade 
esta para cima. A baixo, movimento do membro inferior contralateral. O ritmo 
continuo reflete a respiração. Note que os eventos de campo e unidades de surto 
sincronizados estão associados com os movimentos. O evento marcado por 
asterisco é mostrado em escala temporal expandida em B.  
C: Média do “power spectrogram” de campo e D, histograma do MUA 
“perievent”, referenciados ao movimento latência (0 seg). Note o aumento da 
potência de 5-15 Hz (C, código de cor normalizada) e taxa de MUA (D, espículas 
normalizadas por bin) entre 50 e 550 mseg.  
E: A média (+SD) do atraso entre picos de movimento e pico de spindle power e 
entre o movimento e unidades de disparo. 
F: “Transcortical current source density” de potencial acentuado (seta) e spindle 
registrado com “16-site silicone probe” em um rato P5. Reproduzido de Khazipov 
et al., 2004 
 
Os “twitches” mioclônicos são um dos fenômenos mais marcantes do 
desenvolvimento motor nos ratos neonatais (O'Donovan, 1987; Blumberg e Lucas, 
1994; Petersson et al., 2003), feto humano, e bebês prematuros (Hamburger, 1975; 
de Vries et al., 1982; Cioni e Prechtl, 1990; Prechtl, 1997). Este tipo particular de 
atividade motora resulta dos surtos estocásticos de atividade gerada na medula 
espinhal sob controle do tronco cerebral (Blumberg e Lucas, 1994; Kreider e 
Blumberg, 2000; Karlsson et al., 2005). O atraso entre os movimentos e os spindle 
bursts corticais e a observação de que spindle bursts também podem ser 
induzidos por direta estimulação sensorial indicam que spindle bursts são 
acionados pelo “feedback” sensorial iniciado por movimentos espontâneos. De 
forma importante, spindle bursts persistem após deaferenciação sensorial (por 
exemplo, transecção da medula espinhal), embora com uma frequência 
reduzida. Esses resultados sugerem que spindle bursts são oscilações endógenas, 
provavelmente talamocortical ou intracortical. No entanto, estímulos externos, por 
exemplo, conduzidos pelas aferências talamocorticais podem desencadear essas 
oscilações no córtex somatossensorial de maneira somatotópica.  
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Outros estudos utilizaram registros de “whole cell” do córtex somatosensorial 
de ratos neonatais (Khazipov et al., 2004; Minlebaev et al., 2007) e córtex visual 
(Hanganu et al., 2006) onde eles mostram que spindle bursts são mediados por 
ambas correntes sinápticas glutamatérgicas e gabaérgicas em neurônios 
neocortical. Os mecanismos de spindle bursts foram investigados com mais 
detalhes no córtex em barril de ratos neonatais (Minlebaev et al., 2007), utilizando 
uma preparação do cortex “superfused” in vivo, permitindo a aplicação de 
fármacos diretamente no córtex. Análise farmacológica revelou que os spindle 
bursts são bloqueados por antagonistas dos receptores AMPA/cainato (CNQX) 
mas são pouco afetados por antagonistas dos receptores NMDA ou de junções 
do tipo “gap”. E como as sinapses glutamatérgicas em neurônios corticais são 
essencialmente fornecidas pelas conexões intracorticais e entradas 
talamocorticais, dois modelos das oscilações spindle bursts podem ser propostos: 
intracortical e talamocortical. No modelo intracortical, o spindle burst é uma 
oscilação local gerada pela rede interligada de neurônios corticais 
glutamatérgicos. Cada ciclo de oscilação é definido por uma excitação 
sincronizada de neurônios corticais através dos receptores AMPA/cainato das 
sinapses córtico-cortical. Visto que os antagonistas dos receptores GABAA não 
afetam significativamente a freqüência das oscilações spindle bursts, a inibição 
neuronal provavelmente vem de uma pós-hiperpolarização mediada por canais 
de potássio dependentes de voltagem e de cálcio. No modelo talamocortical, 
spindle bursts são gerados por uma entrada talamocortical rítmica fornecida 
pelas oscilações dos neurônios talâmicos, semelhante ao mecanismo de spindles 
durante o sono em adultos (Steriade et al., 1993). O confinamento espacial dos 
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spindle bursts durante o desenvolvimento cerebral pode ser explicado pela 
relativa escassez de conexões cortico-talâmicas e intracorticais de longa 
distância no início do desenvolvimento. Projeções intracorticais de longa 
distância são essenciais para a sincronização dos spindles durante o sono em 
todo o córtex em gatos adultos (Contreras et al., 1996). Além disso, o bloqueio dos 
receptores GABAA não afeta significativamente a freqüência das oscilações 
associadas com os spindle bursts (Minlebaev et al., 2007). Portanto, parece que 
interneurônios gabaérgicos desempenham apenas um papel pequeno no 
controle do ritmo dessa oscilação neonatal, em contraste com outros padrões de 
atividade observados em adultos que são significativamente influenciados pelos 
interneurônios (Freund e Buzsaki, 1996; Fuentealba e Steriade, 2005).  
Curiosamente, no hipocampo neonatal de ratos, os padrões dominantes de 
atividade de rede neuronal (GDPs in vitro e SPWs in vivo) são bloqueados pelo 
antagonista de NKCC1, bumetanida, que muda o potencial de inversão das 
respostas mediadas pelos receptores GABAA para valores mais negativos (Dzhala 
e Staley, 2003; Sipila et al., 2006; Tyzio et al., 2006). Embora exista um efeito 
semelhante da bumetanida sobre o potencial de inversão de GABAA em 
neurônios neocorticais neonatais (Yamada et al., 2004), a bumetanida não afeta 
significativamente os spindle bursts. Por conseguinte, parece que os primeiros 
padrões de atividade no hipocampo GDPs in vitro e SPWs in vivo são mais 
dependentes das ações despolarizantes do GABA do que o padrão neocortical 
dos spindle bursts, consistente com observações in vitro (Garaschuck et al., 2000). 
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7. EPILEPSIA 
Há muito tempo, crises vem causando fascínio e infelicidade para a 
humanidade. Os gregos no período de Hipócrates (400 a.C.), já sabiam a relação 
entre lesões na cabeça e convulsões envolvendo o lado oposto do corpo. 
Mesmo que esta associação era observada com lesões físicas, acreditava-se que 
a epilepsia ocorria em pessoas possuídas por espíritos malignos. Convulsões 
também foram associadas com premonições ou poderes criativos especiais. 
Naquela época, a epilepsia foi definida de acordo com critérios muito diferente 
dos utilizados atualmente. Além disso, relatos históricos descreveram crises com 
convulsão generalizadas de modo que é possível que um grande número de 
casos de crises parciais fossem mal diagnosticados. Ainda hoje, pode ser muito 
difícil para médicos fazer a distinção entre episódios com perda de consciência e 
outros tipos de crises epilépticas.  
A análise neurobiológica moderna sobre a epilepsia começou com o 
trabalho de John Hughlings Jackson, em Londres, na década 1860. Jackson 
observou que as crises não precisam envolver um compromisso da consciência, 
mas podem estar associadas com sintomas focais como um abalo clônico (i.e. 
reflexo em um braço). Esta observação foi o primeiro reconhecimento formal da 
qual classificamos hoje como crise (focal) parcial. Ele também observou 
pacientes cujas crises começaram com sintomas neurológicos focais e, em 
seguida, progredindo para crises com perda de consciência (chamado marcha 
Jacksoniana). Outro importante avanço inicial, foi o primeiro tratamento 
epiléptico cirúrgico realizado por Victor Horsley, que em 1886, fez uma ressecção 
cortical adjacente à fratura do crânio em depressão e curou um paciente que 
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sofria de crises focais motoras. Mas o tratamento cirúrgico moderno das epilepsias 
ficou marcado a partir do trabalho de Wilder Penfield e Herbert Jasper, em 
Montreal, no início de 1950. Inovações da medicina foram feitas como o primeiro 
uso de fenobarbital como anticonvulsivante em 1912 por A. Hauptmann, o 
desenvolvimento da eletrencefalografia por Hans Berger em 1929 e a descoberta 
de fenitoina (Dilantin) por Houston Merritt e Tracey Putnam em 1937. As 
características fisiológicas das crises não são as únicas considerações tomadas no 
controle de pacientes epilépticos. Fatores psicossociais também são muito 
importantes. Especialmente, o diagnóstico de epilepsia traz um estigma social 
que pode afetar todos os aspectos cotidianos, incluindo dirigir, procurar um 
emprego e oportunidades educativas.  
Por definição, a epilepsia é uma das doenças neurológicas mais comum 
caracterizada pela predisposição persistente do cérebro a gerar crises epilépticas 
e pelas doenças neurológicas, cognitivas, psicológicas e sociais decorrentes 
dessa condição. Epilepsia exige a ocorrência de pelo menos uma crise epiléptica 
e três elementos são necessários para a correta definição de epilepsia: (1) 
histórico de, pelo menos, uma crise que não é necessariamente "causada" uma 
vez que existe uma predisposição do cérebro para gerar crises epilépticas. (2) 
predisposição persistente do cérebro, a parte mais importante do conceito. A 
ocorrência de apenas uma crise com alta probabilidade de reincidência. E (3) as 
condições associadas, ou seja, alterações neurobiológicas, cognitivas, 
psicológicas e sociais podem estar presentes em algumas pessoas com epilepsia. 
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7.1. Classificação internacional de crises e síndromes epilépticas 
A classificação internacional oficial de epilepsia e síndromes epilépticas 
foram publicadas em 1981 e 1989, respectivamente (ILAE, 1981), (ILAE, 1989). Em 
2001, foi publicado uma nova proposta da comissão de classificação e 
terminologia da Liga Internacional Contra Epilepsia (ILAE) (Engel, Jr., 2001; Blume 
et al., 2001). Quatro subgrupos de especialistas propuseram um esquema para a 
classificação internacional de epilepsia e síndromes epilépticas, que foi 
subdividida em 5 eixos.  
O eixo 1 compreende a classificação da fenomenologia ictal e tem um 
glossário no qual foi definido os termos que devem ser utilizados para descrever os 
diferentes tipos de epilepsia. No eixo 2, que abrange a classificação de crises 
epilépticas, compreende uma lista dos tipos de crises após a caracterização por 
meio da aplicação dos conceitos propostos no eixo 1. No eixo 3 estão as 
síndromes epilépticas e no eixo 4, intimamente relacionada com o eixo 3, existe a 
classificação etiológica das doenças freqüentemente associadas a crises 
epilépticas ou síndromes. Finalmente, no eixo 5, está apresentada o grau de 
classificação do comprometimento psicossocial de pessoas com epilepsia, de 
acordo com o esquema baseado da proposta da Organização Mundial de 
Saúde.  
Este esquema de classificação em 5 eixos atualizou o conhecimento sobre 
a caracterização das crises epilépticas e epilepsias, após, ao menos uma década 
de contribuições como vídeo eletroencefalograma (vídeo EEG), estudos 
estruturais e funcionais do sistema nervoso central por ressonância magnética 
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(MRI), tomografia computadorizada por emissão de fóton único (SPECT), 
tomografia por emissão de positrons (PET) e da aplicação de técnicas genéticas. 
 
7.1.1. Classificação de crises epilépticas 
Crise epiléptica é a ocorrência de sinais transitórios e/ou sintomas anormais 
devido à atividade neuronal excessiva ou sincronizada no cérebro (Fisher et al., 
2005). Normalmente, as crises são autolimitadas, com início e fim bem definidos. 
Mas quando não são autolimitadas, elas são chamadas de crises contínuas e 
configuram o status epilepticus (SE), caracterizadas por uma crise prolongada, 
que não apresentam sinais clínicos de interrupção após o tempo normal da 
maioria destas crises na maioria dos doentes, com manifestações de crises 
recorrentes sem o retorno da função do sistema nervoso ao período interictal.  
As crises epilépticas têm diferentes graus de envolvimento muscular. O 
evento motor consiste no aumento ou diminuição da contração muscular, que 
define um fenômeno positivo ou negativo, respectivamente. O aumento da 
contração muscular pode ser tônico (contração muscular mantida durante 
alguns segundos até minutos), clônico (contração muscular seguida de 
relaxamento, levando a sucessivos tremores musculares) ou mioclônico 
(contração muscular muito breve semelhante a choques). E a diminuição da 
contração muscular, caracteriza mioclonias negativas e crises atônicas. Enquanto 
na primeira há uma interrupção da contração muscular tónica por menos de 500 
ms, nas crises atônicas, há uma brusca perda ou diminuição do tônus muscular 
por dois ou mais segundos.  
PDF Created with deskPDF PDF Writer - Trial :: http://www.docudesk.com
 104 
De acordo com a classificação internacional de crises epilépticas de 1981, 
existem três grupos de crises: as crises parciais ou focais, as crises generalizadas e 
as crises não classificadas. As crises parciais ou focais, clinicamente e 
eletroencefalograficamente são caracterizadas pela ativação de uma parte do 
cérebro, e estão subdivididas em crises parciais simples, quando a consciência é 
preservada, e crises parciais complexas, quando há um compromisso da 
consciência. As crises generalizadas têm, desde o início, participação de grandes 
áreas em ambos os hemisférios cerebrais. São consideradas não classificadas, as 
crises que não se enquadram aos subtipos anteriores. 
A nova proposta da ILAE de 2001, determinou que a classificação torna-se 
uma lista de diferentes tipos de crises epilépticas agora consideradas entidades 
diagnósticas e este conceito teve origem na experiência de longos anos de 
Unidades de Vigilância Vídeo Electroencefalográficas (Luders et al., 1998). O que 
significa que a classificação é simplesmente baseada nas características 
semiológicas dos eventos que não apresentam qualquer conotação anatômica 
ou fisiopatológica.  
Além disso, três elementos são igualmente necessários para a definição de 
crise epiléptica: (1) O modo do início e fim mostrando um estado transitório, 
deliminato algumas vezes pelo comportamento ou eletroencefalograma (EEG), 
nem sempre coincidentes. (2) A manifestação clínica onde é importante saber 
que uma crise é um caso clínico com manifestações clínicas objetivas e 
subjetivas. Assim,  manifestações unicamente eletrográficas não devem ser 
consideradas como crise epiléptica. E (3) o aumento anormal da sincronização 
neuronal que pode resultar na inibição ou excitação.  
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Em 2006, a Comissão ILAE reportou uma nova proposta para a classificação 
e terminologia da epilepsia demonstrada na Tabela 3 (Engel, Jr., 2006). 
 
TABELA 3: ILAE Epileptic Seizures new proposal 2006 
 
Self-limited epileptic seizures 
 
1. Generalized onset 
1.1. Seizures with tonic and/or clonic manifestations 
1.1.1. Tonic-clonic seizures 
1.1.2. Clonic seizures 
1.1.3. Tonic seizures 
1.2. Absences 
1.2.1. Typical absences 
1.2.2. Atypical absences 
1.2.3. Myoclonic absences 
1.3. Myoclonic seizure types 
1.3.1. Myoclonic seizures 
1.3.2. Myoclonic astatic seizures 
1.3.3. Eyelid myoclonia 
1.4. Epileptic spasms 
1.5. Atonic seizures 
2. Focal onset (partial) 
2.1. Local 
2.1.1. Neocortical 
2.1.1.1. Without local spread 
2.1.1.1.1. Focal clonic seizures 
2.1.1.1.2. Focal myoclonic seizures 
2.1.1.1.3. Inhibitory motor seizures 
2.1.1.1.4. Focal sensory seizures with elementary symptoms 
2.1.1.1.5. Aphasic seizures 
2.1.1.2. With local spread 
2.1.1.2.1. Jacksonian march seizures 
2.1.1.2.2. Focal (asymmetrical) tonic seizures 
2.1.1.2.3. Focal sensory seizures with experiential symptoms 
2.1.2. Hippocampal and parahippocampal 
2.2. With ipsilateral propagation to: 
2.2.1. Neocortical areas (includes hemiclonic seizures) 
2.2.2. Limbic areas (includes gelastic seizures) 
2.3. With contralateral spread to: 
2.3.1. Neocortical areas (hyperkinetic seizures) 
2.3.2. Limbic areas (dyscognitive seizures with or without automatisms [psychomotor]) 
2.4. Secondarily generalized 
2.4.1. Tonic-clonic seizures 
2.4.2. Absence seizures 
2.4.3. Epileptic spasms (unverified) 




1. Epilepsia partialis continua (EPC) 
1.1. As occurs with Rasmussen syndrome 
1.2. As occurs with focal lesions 
1.3. As a component of inborn errors of metabolism 
2. Supplementary motor area (SMA) status epilepticus 
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3. Aura continua 
4. Dyscognitive focal (psychomotor, complex partial) status epilepticus 
4.1. Mesial temporal 
4.2. Neocortical 
5. Tonic-clonic status epilepticus 
6. Absence status epilepticus 
6.1. Typical and atypical absence status epilepticus 
6.2. Myoclonic absence status epilepticus 
7. Myoclonic status epilepticus 
8. Tonic status epilepticus 




7.1.2. Classificação de síndromes epilépticas  
Uma síndrome epiléptica é definida como uma perturbação epiléptica 
caracterizada pela presença de sinais e sintomas, geralmente em grupos, e que 
pode ser clínico (como histórico, tipos e formas como aparecem as crises, 
achados neurológicos e neuropsicológicos) ou presença de achados de exames 
complementares, como EEG e estudos de neuroimagem. A Classificação 
Internacional de Epilepsias e Síndromes Epilépticas de 1989 considerou quatro 
grupos de epilepsias: (1) Epilepsias e síndromes relacionadas com a sua 
localização, parciais ou focais (idiopática, sintomática, criptogênica), (2) 
Epilepsias e síndromes generalizada (idiopática, criptogênica ou sintomática, 
sintomáticas com etiologias não definidas ou com etiologias definidas); (3) 
Epilepsias e síndromes indeterminadas se forem focais ou generalizadas (com 
sinais e sintomas de crises focais e generalizada, sem sinais claros de crises 
generalizada ou focal); (4) Síndromes especiais (crises de situação relacionada).  
No que diz respeito à etiologia, esta classificação definiu a epilepsia 
idiopática que não apresentam lesão e provavelmente estão relacionadas com 
uma predisposição genética. Idiopática significa que a própria epilepsia é a 
doença e não um sintoma de qualquer outra condição. Para definir como 
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epilepsia idiopática, devemos excluir o histórico clínico, exames físicos e achados 
neurológicos, assim como excluir os testes neurofisiológicos e de neuroimagem 
sugerindo uma natureza sintomática. E é necessário sinais eletroclínicos sugerindo 
uma natureza idiopática. O diagnóstico deste grupo baseia-se em elementos 
positivos e negativos.  
As formas idiopáticas interpostam-se com epilepsias sintomáticas, na qual 
as crises representam um sintoma de lesão estrutural do sistema nervoso. O 
diagnóstico deste grupo exige achados com sinais clínicos que documentam a 
patologia cerebral por detrás da epilepsia e será baseado em elementos 
positivos.  
A classificação de 1989, considerou também as epilepsias criptogênicas, 
cuja etiologia não é conhecida ou indeterminada por métodos diagnósticos 
disponíveis, mas com dados sugerindo uma relação com lesões.  
Na última década, foi necessário configurar os conceitos de síndromes 
epilépticas e doenças epilépticas. Uma síndrome epiléptica compreende vários 
sinais e sintomas definidos de uma única condição epiléptica que pode 
apresentar diferentes etiologias, enquanto doenças epilépticas são condições 
patológicas que representam uma única e bem definida etiologia. Por exemplo, 
quando uma síndrome idiopática tem o gene reconhecido, ela se torna uma 
doença epiléptica. É possível que, num futuro próximo, todas as epilepsias 
idiopáticas tornem-se doenças epilépticas, porque terão seus genes 
reconhecidos. O novo sistema de classificação contempla os dois conceitos 
descritos nos eixos 3 e 4, respectivamente, ou seja, a classificação das síndromes 
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epilépticas e a classificação etiológica das doenças frequentes associadas com 
crises epilépticas ou síndromes.  
Esses conceitos estão no novo esquema da classificação das Síndromes 
Epilépticas simplificado e representado na Tabela 4. Nesta nova proposta, o 
termo "focal" substitui os termos "parcial" e "localização relacionada" da 
Classificação 1989. A nova classificação inclui as epilepsias idiopáticas que 
tenham predisposição genética e as epilepsias sintomáticas que estão 
relacionadas com lesões estruturais que são agora divididas em epilepsias 
límbicas e neocorticais. No último grupo também aparece um novo conceito de 
"epilepsias provavelmente sintomáticas" que substitui o termo "criptogênico" a 
partir da classificação utilizada hoje. Todas as formas de epilepsias de reflexo, 
focal ou generalizada estão agora agrupadas e o conceito de encefalopatias 
epilépticas foi oficialmente reconhecido e representam as formas de epilepsia 
que são instaladas geralmente em crianças previamente normais que passam a 
apresentar deterioração cognitiva e déficits neurológicos progressivos. Neste 
grupo, acredita-se que a persistência da anormalidade de atividade elétrica 
cerebral que promove modificações sinápticas é o responsável pelas alterações 
permanentes do circuito cerebral. E, finalmente, fenômenos epilépticos que não 
tenham diagnósticos de epilepsia foram agrupados junto com as crises febris. 
 
TABELA 4: ILAE Epileptic Syndromes new proposal 2006 
Group of Syndromes  
 
Idiopathic focal epilepsies 





Familial (autosomal dominant) focal 
Specific Syndromes 
 
Benign infantile seizures (nonfamilial) 
Benign childhood epilepsy with centrotemporal spikes 
Early-onset benign childhood occipital epilepsy (Panayiotopoulos 
type) 
Late-onset childhood occipital epilepsy (Gastaut type) 
 
Benign familial infantile seizures 
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Symptomatic (or probably 























Epileptic encephalopathies (in which 
the epileptiform abnormalities may 








Progressive myoclonus epilepsies  
 
Seizures not necessarily requiring a 







* Syndromes in development 
Autosomal dominant nocturnal frontal lobe epilepsy 
Familial temporal lobe epilepsy 
Familial focal epilepsy with variable foci* 
 
Mesial temporal lobe epilepsy with hippocampal sclerosis 
Mesial temporal lobe epilepsy defined by specific etiologies 




Other types defined by location and etiology 
Migrating partial seizures of early infancy* 
 
Benign myoclonic epilepsy in infancy 
Epilepsy with myoclonic astatic seizures 
Childhood absence epilepsy 
Epilepsy with myoclonic absences 
Idiopathic generalized epilepsies with variable phenotypes 
Juvenile absence epilepsy 
Juvenile myoclonic epilepsy 
Epilepsy with generalized tonic–clonic seizures only 
Generalized epilepsies with febrile seizures plus* 
 
Idiopathic photosensitive occipital lobe epilepsy 
Other visual sensitive epilepsies 
Primary reading epilepsy 
Startle epilepsy 
 
Early myoclonic encephalopathy 
Ohtahara syndrome 
West syndrome 
Dravet syndrome (previously known as severe myoclonic epilepsy in 
infancy) 
Myoclonic status in nonprogressive encephalopathies* 
Lennox–Gastaut syndrome 
Landau–Kleffner syndrome 









Drug or other chemically induced seizures 
Immediate and early posttraumatic seizures 
Single seizures or isolated clusters of seizures 






7.2. Epilepsia durante o desenvolvimento 
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Crises epilépticas são uma das condições neurológicas mais comuns e 
assustadoras que ocorrem em crianças. Com exceção dos idosos, a incidência 
de crises em crianças é significativamente maior do que em adultos, com a maior 
incidência ocorrendo durante o primeiro ano de vida (Hauser, 1995). A estimativa 
é que 10,5 milhões de crianças com menos de 15 anos têm epilepsia ativa 
(Guerrini, 2006). Estes dados estatísticos indicam que o cérebro imaturo é mais 
propenso a gerar crises do que o SNC maduro. Portanto, os mecanismos de 
gênese, de difusão, generalização e interrupção de crises podem ser diferentes 
durante o desenvolvimento cerebral em comparação com o cérebro adulto.  
Assim, epilepsia na infância não é a mesma que epilepsia nos adultos. 
Enquanto os tipos de crises em adultos são caracterizados pelo seu local de início, 
direção e rapidez de propagação do espraiamento elétrico, em muitos tipos de 
crises em crianças (tais como espasmos infantis e síndrome de Lennox-Gastaut), a 
natureza ou localização do início da crise é mal definida, e os tipos de crise são 
dependentes da idade. Estas diferenças entre epilepsias em adultos e crianças 
têm levantado importantes questões críticas, como por exemplo, por que a 
preponderância de epilepsia começa na infância?  
Estudar a maturação do desenvolvimento do sistema nervoso e seu papel 
na mudança do limiar de crises é crítico para o entendimento de epilepsias na 
infância. Compreender os efeitos das crises durante o desenvolvimento e o 
desenvolvimento e a plasticidade das crises, pode levar a novas abordagens 
terapêuticas para epilepsias da infância e um melhor controle das crises. Essa 
compreensão pode também conduzir a novos “insights” sobre o processo 
envolvido na epilepsia em adultos.  
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O desequilíbrio entre excitação e inibição no SNC é o mecanismo 
neuroquímico responsável pelo aparecimento da epilepsia. Isto é, devido a um 
aumento de glutamato ou uma diminuição de GABA. Alterações em neurônios 
individuais resultam em anormalidades na síntese, liberação, recaptação ou 
sinalização de receptores destes transmissores e alterações morfológicas 
facilitariam a excitação nas redes neuronais.  
Estudos com animais assim como estudos clínicos demonstraram uma maior 
susceptibilidade às crises do cérebro imaturo quando comparado com o cérebro 
maduro. As crianças e os bebês são muito mais propensos às crises do que os 
adultos, especialmente durante o primeiro ano de vida (Cavalheiro et al., 1987, 
Jensen et al., 1991; Stafstrom et al., 1992).  
Neurocientistas e pediatras estão, hoje em dia, fortemente conscientes de 
que existe uma grande diferença entre os cérebros imaturos e maduros no que 
diz respeito ao desenvolvimento cerebral, propagação, características 
comportamentais e EEG das crises, e as suas consequências.  
A fisiopatologia e o tratamento das crises epilépticas têm diferenças 
relacionadas com a idade e devem ser distinguidos durante o desenvolvimento 
da fase madura do cérebro. Além disso, mecanismos básicos de epileptogênese 
têm uma evolução incerta e segue uma resposta específica às drogas 
antiepilépticas de acordo com idade (AEDs) (Holmes, 1997; Holmes et al., 1997). 
Este manuscrito traz informações detalhadas sobre crises epilépticas que 
ocorrem durante o desenvolvimento com uma característica muito peculiar no 
padrão eletrográfico chamado de surto-supressão. 
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Em primeiro lugar, a idade gestacional do bebê deve ser conhecida antes 
de identificar definitivamente esta anomalia, uma vez que o recém-nascido 
prematuro comumente possui um traçado discontínuo que pode se assemelhar 
superficialmente a este padrão anormal muito severo (às vezes denominado 
como padrão paroxístico). Descrições anteriores do padrão de surto-supressão 
consistem de uma forma de traçado discontínuo não reativo, com um longo 
período de quiescência maior que 20 segundos de duração (Monod N et al., 
1972; Stockard-Pope JE., 1992) interrompido por surtos sincronizados ou 
desincronizados com um fundo de atividade muito mal organizado (Monod et al., 
1972). Mais recentemente, foram descritas formas modificadas deste padrão com 
um fundo de atividade de surto mais bem organizado com períodos quiescentes 
mais curtos. Formas modificadas podem ser devido, em parte, a situações clínicas 
mais agressivas, mas podem também refletir encefalopatias tóxico-metabólicos 
específicas que são potencialmente reversíveis.  
O padrão paroxístico ou de surto-supressão tem sido tradicionalmente 















Figura 24: Padrão EEG de surto-supressão  
Eletroencefalograma (EEG) de uma menina com 18 meses de idade registrado 
durante o sono mostrando hipsarritmia com períodos do padrão de surto-
supressão. Ela foi diagnosticada com encefalopatia mioclônica precoce 
sintomática.  Calibração longitudinal da montagem 70 µV, 1 seg entre as linhas. 
Adaptado de (Backx et al., 2009) 
 
Pezzani e colaboradores descobriram que quatro em cada seis crianças 
com este padrão morreram, enquanto os sobreviventes tiveram graves seqüelas 
neurológicas. Aso e seus colegas descobriram que sete crianças com padrões de 
surto-supressão tiveram necrose neuronal em cinco dos sete casos, leucomalácia 
periventricular em três, três com infartos cerebrais e duas com necrose 
pontosubicular. Este estudo neuropatológico enfatiza os diversos tipos de 
deficiências graves que podem ser vistas com atividade do tipo surto-supressão. 
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7.2.1. Encefalopatias Epilépticas  
Em 2001, a ILAE Task Force da Classificação e Terminologia (Engel, Jr., 2001) 
propôs um esquema de diagnóstico modificado para crises epilépticas e 
epilepsias que pela primeira vez reconheceu uma categoria distinta de 
encefalopatias epilépticas em que a anormalidade epileptiforme pode contribuir 
para uma disfunção progressiva. Esta categoria inclui as seguintes: encefalopatia 
mioclónica precoce, síndrome de Ohtahara, síndrome de West, síndrome de 
Dravet, status mioclônico em encefalopatias não progressivas, síndrome de 
Lennox-Gastaut, síndrome de Landau-Kleffner, e epilepsia com espículas 





Tabela 5: Classificação das  Encefalopatias Epilépticas.  
A classificação é feita através da idade do início das crises, duração da epilepsia 
ativa, prognóstico e opções terapêuticas.  
Adaptado de Guerrini, 2006 
 
Em geral, encefalopatias epilépticas representam uma condição em que 
as próprias anormalidades epileptiformes são acreditadas em contribuir a uma 
perturbação progressiva na função cerebral (Guerrini, 2006). Encefalopatias 
epilépticas ocorrem quando as crises, anormalidades epileptiformes no EEG, ou 
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ambos, resultam em anomalias neurológicas, do desenvolvimento cognitivo e do 
funcionamento (Guerrini & Dravet, 1997; Engel, 2001; Tabela 3). Crises recorrentes 
ocorrem nos primeiros 3 anos de vida e são consideradas e classificadas como 
encefalopatias epilépticas em 40% dos casos (Dalla et al., 1983).  
A maioria das crianças apresenta crises intratáveis com início precoce e 
quase todas elas tendem a ter um mau resultado cognitivo. Embora se acredite 
que as crises intratáveis e anormalidades epileptiformes representam os principais 
fatores que contribuem para o declínio progressivo das funções cerebrais, é 
concebível que outros fatores como as drogas e os antecedentes genéticos 
desempenham um papel na determinação do resultado global neurológico e, 
pelo menos em algumas condições, de contribuir para a deterioração.  
Tem sido relatado que as características clínicas e de EEG destas condições 
dependem da idade e podem mudar ao longo do tempo, de acordo com as 
sucessivas faixas etárias (Dulac, 2001; Ohtahara e Yamatogi, 2003).  
Em recém-nascidos, as principais encefalopatias epilépticas descritas 
representam mioclonias com um padrão particular no EEG de surto-supressão; tal 
padrão foi observado em ambas encefalopatia epiléptica infantil precoce (Djukic 
et al., 2006) ou síndrome Ohtahara (Aicardi e Goutieres, 1978; Ohtahara et al ., 
1987) e encefalopatia mioclónica neonatal (EME) (Aicardi e Goutieres, 1978). 
Durante os primeiros seis meses de vida, as encefalopatias epilépticas se 
manifestam principalmente através de espasmos (Ohtahara et al., 1976) com 
hipsarritmia. Após o primeiro ano as manifestações epilépticas são mais variáveis 
e vão de focal para generalizada incluindo crise de ausência. Estas observações 
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apoiam fortemente a noção de que o grau de maturação cerebral desempenha 
um papel importante sobre o tipo de manifestações epilépticas.  
Algumas crianças não têm lesões detectáveis. No entanto, quando estão 
presentes lesões cerebrais, o conceito de encefalopatia epiléptica não é 
facilmente delineado, uma vez que uma avaliação da medida em que a 
epilepsia pode interferir com o potencial de desenvolvimento residual é arbitrária. 
A propagação da atividade epiléptica a partir da lesão à outras regiões sanas 
afeta a função cerebral e aumenta as conseqüências clínicas da malformação.  
As opções terapêuticas para encefalopatias epilépticas são limitadas e a 
maior parte dessas síndromes representa epilepsias intratáveis e deterioração da 
função cerebral. Mesmo nas síndromes com ausência de malformações cerebrais 
ou degeneração neuronal as quais a epilepsia, por si só, desempenha um papel 
importante na gravidade da doença, as possibilidades terapêuticas são muito 
limitadas (Guerrini et al., 2002).  
A falta de compostos terapêuticos dedicados a essas condições é 
impressionante, e é devido a vários fatores: 1) a dificuldade para diagnosticar e 
classificar encefalopatias epilépticas, 2) a associação de diferentes tipos de crises 
epilépticas em uma determinada síndrome, 3) a raridade de pacientes para 
cada síndrome que poderiam ser incluídos nos estudos clínicos estruturados, 4) as 
questões éticas para testes em crianças, 5) o desenvolvimento de novas drogas 
antiepilépticas (AEDs) ainda é baseado nos conceitos da fisiopatologia adulta 
(principalmente a epilepsia do lobo temporal, uma vez que representa o tipo mais 
freqüente de epilepsia em adultos) não considerando mecanismos específicos 
para o desenvolvimento cerebral e, finalmente, 6) a falta de ensaios clínicos 
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específicos em encefalopatias epilépticas já que esses testes em crianças são 
muitas vezes extrapolados de epilepsia parcial em adultos à epilepsia parcial na 
infância, e que não possuem semelhança nenhuma com as encefalopatias 
epilépticas. 
Estratégias terapêuticas alternativas não são bem relatadas em 
encefalopatias epilépticas embora algumas evidências já existam sobre a 
eficácia dessas terapias especialmente quando administradas precocemente 
durante curso da doença. A dieta cetogênica foi, durante quase um século, 
repetidamente usada no tratamento da epilepsia infantil resistente ao tratamento 
farmacológico (Hartman e Vining, 2007). Muitos pesquisadores têm confirmado os 
benefícios que este tratamento pode oferecer aos jovens pacientes com 
epilepsia, incluindo bebês. No entanto, as melhores indicações dessa dieta ainda 
não são claramente definidas. Finalmente, a cirurgia em casos selecionados é 
outra opção terapêutica e pode ser proposta, por exemplo, em caso de crises 
devido à lesão cerebral focal (Guerrini 2006). 
 
7.2.1.1. Encefalopatia mioclônica precoce 
Encefalopatia mioclônica precoce é uma doença rara caracterizada com 
espasmos mioclônicos erráticos e fragmentários em associação com outros tipos 
de crises (especialmente crises parciais motoras e mioclonias massiva ou 
espasmos infantis, espasmo tônico) e padrão de surto-supressão no EEG, que 
ocorrem nos primeiros 3 meses de vida (Lombroso, 1990; Aicardi, 1992).  
O prognóstico é desfavorável. As crianças afetadas são sempre 
gravemente comprometidas desde o nascimento ou a partir do início das crises. 
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Existe detenção do desenvolvimento psicomotor e déficits neurológicos variáveis. 
A morte pode ocorrer dentro do primeiro ou segundo ano de vida e a maioria dos 
sobreviventes se torna vegetativo. Drogas antiepilépticas, tais como 
corticotropina, corticosteróides e piridoxina são geralmente ineficazes.  
As características do EEG de encefalopatia mioclônica precoce são 
bastante distintas. A atividade normal de fundo está ausente, e a atividade do 
EEG, tanto no estado de vigília e sono consiste em um complexo de surto de 
espículas irregulares arrítmicas, ondas agudas (“sharp waves”), e atividade lenta 
durando de 1 a 5 segundos se alternando com períodos silenciosos de 3 a 10 
segundos no qual existe uma mínima atividade elétrica (chamada de surto-
supressão). O surto de atividade pode ocorrer tanto de forma sincronizada 
quanto de forma independente ao longo dos dois hemisférios. Atividade 
sincronizada espícula-onda não é observada. Espasmos mioclônicos são, às 
vezes, mas nem sempre, ligados com o período de surtos paroxísticos. Durante 
crises parciais espículas rítmicas focias ou “sharp waves” são observados. Durante 
as crises o padrão de surto-supressão continua normalmente.  
O padrão de surto-supressão é geralmente substituído por hipsarritmia 
atípica ou anormalidades multifocais após os primeiros 3 a 5 meses de vida 
(Aicardi, 1992). A hipsarritmia atípica ocorre predominantemente durante o sono 
não-REM e diminui durante o sono REM e estados de vigília; o padrão de surto-
supressão de encefalopatia mioclônica precoce ocorre durante a vigília e 
durante o sono, sem uma atividade de fundo normal. 
 
7.2.1.2. Encefalopatia epiléptica infantil precoce 
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Encefalopatia epiléptica infantil precoce, como descrito por Ohtahara e 
outros (Ohtahara et al., 1976; Murakami et al., 1993) é caracterizada por um início 
precoce de espasmos tônicos e padrão de  surto-supressão no EEG. Os espasmos 
tônicos podem ou não ocorrer em grupo. Ao contrário da encefalopatia 
mioclónica precoce, as crianças não têm mioclonia errática. Crises parciais 
podem ocorrer. Neuroimagem demonstra freqüentemente disgenesia cerebral.  
O prognóstico é bastante pobre com a morte precoce ou marcado por 
retardo psicomotor e crises intratáveis como uma freqüente evolução para 
síndrome de West aos 4 a 6 meses de idade e depois para síndrome de Lennox-
Gastaut, em alguns casos.  
O EEG mostra surto-supressão pseudoperiódico com surtos de ondas lentas 
irregulares de alta voltagem entre 150 a 350 µV misturado com espículas, 
variando de 1 a 3 segundos de duração seguidos por uma fase quase plana de 
supressão (Ohtahara 1976). O intervalo surto-surto varia de 5 a 10 segundos. O 
padrão surto-supressão ocorre durante os estados de vigília e sono. Crises tônicas 
são caracterizadas por uma desincronização difusa da atividade de fundo.  
Nos bebês que sobrevivem, o EEG desenvolve em um dos vários padrões. 
Os registros geralmente envolvem desde surto-supressão de espículas focais ou 
atividade generalizada. Ohtahara e associados (Ohtahara 1976) observaram que 
os bebês que progridem para uma atividade poli-espícula-onda são seguidos de 
uma típica seqüência de atividade: Inicialmente, o surto-supressão evolui para 
hipsarritmia durante a vigília, mas continua durante o sono. Quando o surto-
supressão termina, há aumento progressivo da amplitude da fase silenciosa. O 
próximo passo consiste em hipsarritmia durante a vigília e o sono. Isto é seguido 
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por uma atividade difusa lenta de poli-espícula-onda durante a vigília enquanto 
a hipsarritmia persiste durante o sono. E finalmente, a atividade de poli-espícula-
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RESULT I: Glutamate Transporters Control Immature Brain Excitability and Prevent 
Seizures in Neonatal Rats in Vivo 
Abstract 
Briefly, epileptic seizures could occur due to an imbalance between inhibition and excitation 
mediated by the main neurotransmitters in the brain GABA and glutamate respectively. Sometimes, 
this imbalance affects the brain mediated by an increase of excitatory synaptic transmission. The 
glutamate transporters have the crucial role in controlling glutamate extracellular concentrations 
avoiding over activation of glutamatergic receptors and consequently hyperactivities in the brain. A 
possible dysfunction of these transporters could play an important role in the genesis of some 
epileptic seizures. As already shown in previously studies, glutamate transport could prevent the 
generation of seizures in the immature neocortex slices from neonatal rats (Demarque et al., 2004) 
Moreover, a recent in vivo study have shown that blockade of the main glutamate transporters (the 
glial GLAST/EAAT1; GLT1/EAAT2 and the neuronal EAAC1/EAAT3 transporters) in the brain 
generates recurrent bursts of spikes alternating with periods of silence and partial seizures observed 
in the somatosensory cortex of postnatal days 5 to 7 (P5-P7) rats using freely movement scalp 
electrodes (Milh et al., 2007). Here we further investigated if these last pathological activities could 
be also observed in other brain structures besides neocortex and maybe with possible preference of 
initiation. Therefore we block glutamate transporters while recording simultaneously both 
somatosensory cortex and hippocampus from head restrained neonatal rodents of the same age (P5-
P7). We used multisite electrodes with 16 channels (recording sites displayed each 100 µm) in order 
to record different depts.  
This time DL-TBOA (glutamate transporter blocker) was either intracerebroventricularly 
(ICV) or subcutaneously (SC) administered and under both conditions we observed that glutamate 
transporters blockade also affect the hippocampus. Likewise in the neocortex, TBOA increases 
irreversibly the immature brain activity and sometimes generates seizure like events (SLEs) also in 
the hippocampus indicating the essential role of glutamate transporters in vivo in this structure. At 
the same time, neocortical spindle bursts and hippocampal positive sharp waves observed in control 
(before TBOA application) from the same rat were totally potentiated in terms of duration and 
amplitude. Interestingly, the SLEs occurred very synchronized in both recorded structures 
suggesting another candidate as generator. Finally, we show that these types of pathological activity 
induced by TBOA are completely abolished by intraperitoneally (IP) NMDA receptors antagonist 
APV), reinforcing the fact that they are expressed by glutamate receptors over activation.  
Together, we propose that immature brain activity is strongly controlled by glutamate 
transporters avoiding seizures in both neocortex and hippocampus of neonatal rats. 
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Results 
We performed in vivo experiments in unanesthetized (n = 12 animals) and anesthetized 
(urethane 0.5-1.5 g/kg; n = 21) neonatal rats from the postnatal day 5 to 7 (P5-P7). Using multisite 
electrodes with 16 channels (Silicon Probe 16 channels; recording site displayed each 100 µm) we 
were able to record simultaneously the hippocampus and the somatosensory cortex (Stereotaxic 
coordinates were revised by histological atlas elaborated exclusively for the first week of life P1-P7; 




Figure 25: Schematic representation of in vivo preparation. 
A: Postnatal day 5 (P5) rat with the dental acrylic helmet. Anchor bars are placed over the nose 
and occipital bones. Cannula is inserted in the right lateral ventricle and silicon probe is 
introduced with light angulation (75 degrees) in order to record both neocortex and hippocampus 
in the contralateral hemisphere. Ground electrode is implanted in the cerebellum. 
B: Representative coronal slice and electrode introduced able to record different depths of 
somatosensory cortex (layer 5 and 6) and CA1, CA3 and stratum radiatum of the dorsal 
hippocampus.  
C: Coronal slices of one experiment. Rhodamine dye staining confirms exact localization of silicon 
probe record site. 
 
Control spontaneous activities were identified as network driven spindle bursts associated 
with large amplitude NMDA receptor-dependent delta waves in the somatosensory cortex and sharp 
positive waves in the hippocampus were observed as dominant patterns of early activities with 
frequencies already described (1-3 Hz and 0.5-0.1 Hz, respectively); for review see (Leinekugel et 
al., 2002; Khazipov et al., 2004b; Buhl and Buzsaki, 2005; Minlebaev et al., 2007). DL-TBOA was 
injected intraventricularly (1 µl at 1-5 mM) or subcutaneously (20-30 µl at 50-100 mM) in order to 
reduce the activity of main hippocampal and neocortical glutamate transporters EAAC1, GLAST 
and GLT1. Under this condition we observed recurrent bursts of spikes alternating with periods of 
silence (Milh et al., 2007) and seizures like events (SLEs) in both recorded regions. Both 
A B C 
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pathological patterns were completely blocked by further intraperitoneally injection of NMDA 
receptors antagonist (APV 40 mM). 
 
Glutamate transporters inhibition increases in vivo immature brain excitability 
 
In a first series of experiments (n = 8 animals), rats were led to recovery (around 30 
minutes) after surgical procedure and control spontaneous activity were recorded. In some 
experiments (n = 4), after at least 30 minutes of control recordings, rats were lightly anesthetized by 
low doses of intraperitoneally urethane (0.5-1.5 g/kg) and in this condition neocortical spindle 
bursts and hippocampal sharp positive waves were not significantly changed in terms of frequency, 
duration and amplitude. The anesthetic effects of urethane low doses was previously described as 
not altering significantly the immature brain activity being one very effective method to avoid 
movement artifacts and animal suffering (Khazipov et al., 2004; Minlebaev et al., 2007). Once 
urethane effects were stabilized, 1 µl of TBOA (1-5 mM) was injected in the lateral ventricle (ICV) 
through implanted cannula using a mini pump at 250 nl/min rate (see material and methods). 
Around 5 to 10 minutes after TBOA application, an increase of activity was observed both in the 
somatosensory cortex and hippocampus. The previously activities present in the control or after 
urethane anesthesia of the same animal were completely transformed into a recurrent bursts of 
spikes alternating with periods of almost silence where few events were detected. In fact the 
blockade of glutamate transporters by intracerebroventricularly (ICV) TBOA injection increases 
directly and the recurrence of control activities but with higher amplitude and duration of the bursts 
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Figure 26: TBOA ICV injection increased brain immature activity both in the hippocampus and 
somatosensory cortex. 
Comparison of hippocampal sharp positive waves and neocortical spindle bursts before (left traces) 
and after (right traces) ICV TBOA application. Note that both control traces are potentiated in 
duration and amplitude. 
 
Multiunit activities were also increased after TBOA injection suggesting a large activation 
of glutamate receptors mostly at pyramidal layers level (Layers 5 and 6 in the neocortex and CA1 or 
CA3 pyramidal layers in the hippocampus). In some recording channels the appearance of increased 
units after TBOA application were often observed. Another significant change was also observed 
when slow gamma oscillations appeared synchronized in both structures (Figure 27). This last type 
of activity was not present in control and is sometimes associated with long lasting population 
spikes mostly in the hippocampus (data not shown). This activity disappeared throughout 
recordings (around 10 to 15 minutes after ICV injection) likely due to the drug washout or 




Figure 27: TBOA generates recurrent gamma oscillations in both neocortex and hippocampus. 
Simultaneously recordings (A) of the neocortex (top trace) and hippocampus (bottom trace) after 
intracerebroventricularly TBOA injection (5 mM) shows synchronous slow waves with frequency 
ranging 15-20 Hz (Spectrogram depicted in B. This activity was not observed in control and is 
shown in expanded time scale in C. Note the reversal of waves (C) and synchronous progressive 
activation of both regions (A). 
A 
B C 
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However, the recurrence of strong bursts of activity was still present and was blocked by 
intraperitoneally (IP) NMDA receptors antagonist (APV) injection. We conclude that ICV TBOA 
injection changed drastically both recurrent immature control patterns of brain activity (Spindle 
bursts and sharp positive waves) in the neonatal rodents. The TBOA activity pattern induced by 
ICV injection follows the observations: (1) After ICV TBOA injection (1-5 mM) control brain 
activity is irreversibly (because it was observed throughout the entire experiments and did not 
disappear until NMDA receptors blockade) changed by the increasing of glutamate receptors 
activation. (2) This transforms the already present control activities into more recurrent and 
synchronized pattern with higher duration and amplitude. (3) Depending on the dosage, TBOA lead 
to transient slow frequency activities that disappeared likely due to washout of the drug or brain 
metabolization reinforcing the capacity of the immature brain to resist against insults of imbalanced 
homeostasis during development. And (4) these activities are synchronized reflecting 
hyperexcitability of neuronal networks both in the somatosensory cortex and hippocampus (see 
discussion). 
 
High doses of subcutaneously TBOA induces seizures behaviour and seizures like events in both 
somatosensory cortex and hippocampus 
 
In another series of experiments we applied high doses TBOA (20-30 ml at 50 to 100 mM) 
subcutaneously in the neck skin and this produces seizure like behaviour characterized by body 
rolling, wet dog shakes, tail wagging, chewing, tonic posture and myoclonies of anterior and 
posterior limbs for at least 5 hours (see video). Interestingly, right after application of TBOA, 
animals went through a deep stage of sleepiness taking 30 to 45 minutes where brain activity was 
reduced, suggesting an indirect thalamic involvement as response to the drug (we can not exclude 
peripheral side effects). Afterwards, we wanted to investigate if subcutaneously injections of TBOA 
could also cross the blood brain barrier and produce abnormal brain activity. To test this we 
performed the same protocol as described above and this time, after 30 minutes of control 
recordings TBOA was applied subcutaneously instead of intracerebroventricularly. In this condition 
we avoid brain damage by cannula implantation and undesirable mechano-pressure effects of 
intracerebroventricularly injections. One advantage of this protocol is that the absorbance and 
diffusion of one TBOA single injection occurred progressively acting in the brain for at least 5 to 7 
hours. These experiments (n = 13) were carried out very carefully and allowed us to record brain 
activity before and after TBOA application. In some experiments (n = 7 animals) urethane 
anesthesia was intraperitoneally injected in light concentrations (0.5-1.5 g/kg) as previously 
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described. Control recordings have shown early patterns of the immature brain at this age (P5-P7) 
(neocortical spindle bursts and hippocampal sharp positive waves). High dosage of TBOA induced 
the same type of activity described for the ICV injections in both immature somatosensory cortex 
and hippocampus (i.e. increased excitability of the brain together with increased multiunit activities 
and recurrent bursts of spikes followed by suppression phase where less activity was detected). 
Since the TBOA was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) forming a lipophilic compound and 
allowing the same to diffuse across the cellular plasma membrane and thereby cross the blood brain 
barrier (BBB), the drug indeed reaches into the neuronal tissue and acts inhibiting glutamate 
transporters in the central nervous system for several hours. Most importantly seizures like events 






Figure 28: TBOA generate seizures like events in both neocortex and hippocampus.  
A: Simultaneously recordings of neocortex and hippocampus from a postnatal day 7 (P7) before 
and after subcutaneously TBOA injection (25 µl at 100 mM) using 16 channels silicon probe. Note 
increase of activity (a) and synchronous seizure like events (b) represented by long lasting 
population spikes (c). Note that the movement trace (lower trace in a, b and c) do not displayed any 
alteration during episodes. 
B: Histogram of multiunit activity of the hippocampal trace (High-pass filter 200 Hz) in function of 
time. Note the organized increase of activity in form of bursts.  
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This last pathological pattern was composed of multiple repetitive and long lasting 
population spikes (30 to 45 seconds duration on average) occurring in a recurrent manner (one 
every 1.5 to 3 minutes on average) (Figure 29), with high amplitude (200 to 230 µV on average) 
and sometimes associated with chewing, tremors and both limbs myoclonies (difficult to observed 
due to recording condition of head restrained). Again NMDA receptor antagonist (APV; IP injected 






Figure 29: Spike frequency histograms.  
Spike frequency of neocortex (upper graphs) and hippocampal (lower graphs) recordings before 
(left column) and after (right column) subcutaneously TBOA (20 µl at 100 mM) injection in a 
anesthetized (urethane 0.5 g/kg) postnatal day 6 (P6). TBOA increased neuronal excitability in both 
regions. Recordings were filtered (High-pass 200 Hz) and multiunit activity was detected in 
function of time. Note long lasting bursts of population spikes shown by asterisks. 
 
We then conclude that subcutaneously TBOA injections also increase immature brain 
excitability by blockade of glutamate transporters in the central nervous system, but also induce a 
characteristic pattern of recurrent seizures lasting for several hours. This protocol allowed us to 
analyze immature brain activity once glutamate transporters are inhibited causing an expected 
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mechanisms leading to recurrent epileptic seizures in the immature brain where glutamate 
extracellular concentration is altered (see general discussion). 
 
Material and Methods  
This study followed INSERM guidelines on animal care, with approval from the animal care 
and use local committee. Wistar rats of both sexes from postnatal day 5 to 7 (P5-P7) were used. P0 
was the day of birth. Rats were anesthetized with isoflurane (1MAC) for surgical procedure. The 
animal was placed in a stereotaxic frame (adapted for pups) and the skin and periosteum were 
removed from the skull with iodo-lidocaine solution 10% to avoid post-surgical infection and 
undetectable pain signs (in some cases cauterization was utilized to stop local skull bleeding). In the 
experiments where TBOA (1µl at 1-5 mM) or saline solution was injected (by needle through the 
cannula using peristaltic pump at 250 nl/min perfusion rate; World Precise Instruments) 
intracerebroventricularly (ICV;  n = 10 animals) a small cannula (30 gauge needle; 5 mm length) 
was inserted in the lateral ventricle (stereotaxic coordinates adapted from Paxinos atlas (1991); 
anterior posterior 0.0 mm; latero-lateral 1.5 mm; deepness, 2.0 mm from bregma). The cannula was 
then fixed and the skull was covered with a layer of dental acrylic, except for two areas about 1 mm 
in diameter above the dorsal hippocampus (anterior posterior - 2.0 mm; latero-lateral 2.0 mm from 
bregma; contralateral from the cannula site) and cerebellum (anterior posterior - 2.0 mm; latero-
lateral 3.0 mm from lambda). Both areas were drilled carefully and dura-matter was slightly 
disrupted (by needle hook) to have access to the brain. Chlorided silver wire was inserted into the 
cerebellum and fixed with dental acrylic to serve as a ground electrode. Two anchor bars were fixed 
to the skull (over the nose (nasal bones) and over the ear (occipital bone) with dental acrylic, animal 
was transferred into the experimental set up and inhalation anesthesia was stopped. The head was 
restrained by the skull bars, the body was surrounded by a cotton nest mimicking the presence of 
(Leinekugel et al., 2002; Karlsson and Blumberg, 2003; Khazipov et al., 2004a) and placed on the 
top of PSY electrode for movement artifacts detection. During recordings, rats were heated by a 
thermal pad (37°C) using an automatic temperature controller (TC-344B; Warner Instruments, 
Hamden, CT). Control recordings of field potential and multi-unit activity were performed using 
silicon probes in alternating current (AC) coupled mode (highpass filter >0.1 Hz). The silicon probe 
(16 recording sites with 100 µm separation; Neuronexus Technologies, MI) was inserted (anterior 
posterior - 2.0 mm; latero-lateral 2.0 mm and deepness 3.0 mm from bregma; with 75 degrees 
angulation) into the brain so that simultaneous recordings could be made from the somato-sensory 
cortex and hippocampus at various depths. The electrode was imbibed with dye (rhodamine) for 
afterwards identification of recorded regions. In some experiments (n = 15) urethane anesthesia was 
used intraperitoneally (IP; 0.5-1 g/kg) after 30 minutes of control recordings to assure no anesthetic 
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side effects on the brain activity. Another series of experiments (n = 13) were performed by 
injecting TBOA subcutaneously (SC; 50-100 mM) on dorsal neck skin to avoid possible brain 
damage by cannula insertion or injection mechano-pressure undesirable effects. At the end of all 
experiments, rats were anaesthetized with chloral hydrate and decapitated. Brain was removed, 
immersed for one day inside paraphormaldehide (4%) and sliced (coronal slices 100 µm thick) 
using a Microm tissue slicer (International GmbH, Germany) for confirmation of silicon probe 
recorded sites. All data were digitized at 10 kHz using Digidata 1440 interface (Axon Instruments) 
and analyzed offline using an Axon package (Axon Instruments), MiniAnalysis (Synaptosoft, 
Decatur, GA), Origin (Microcal Software, Northampton, MA) and Matlab (MathWorks, Natick, 
MA). Group measures are expressed as means ± SE. The statistical significance of differences was 
assessed with the Student’s t-test. The level of significance was set at P < 0.05. Drugs were 
purchased from Tocris Neuramin (Bristol, UK) (DL-TBOA, D-APV) and other compounds from 
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RESULT II: Generation of Slow Network Oscillations in the Developing Rat Hippocampus 
After Blockade of Glutamate Uptake 
Abstract 
Glutamate transporters are already functional in the CA1 hippocampal region from neonatal 
rats. Previously studies have shown that they are expressed since embryonic stages in both humans 
(Bar-Peled et al., 1997) and rats (Furuta et al., 1997b) brain. They play essential role during brain 
development avoiding brain malformations (Matsugami et al., 2006) and controlling immature brain 
activity (Demarque et al., 2004; Milh et al., 2007). We have shown that they are equally important 
either in the neocortex or in the hippocampus avoiding seizure like events or brain hyperexcitability 
(see Result I). Therefore we wanted to deeply investigate the mechanisms that could be involved in 
the generation of these pathological activities. We focused our work in the CA1 hippocampal slices 
from neonatal rats (P1-P7). Using whole-cell patch-clamp in current or voltage-clamp mode 
together with field potential recordings we analyzed the effects of partial inhibition of glutamate 
transporters. Bath application of DL-TBOA (100 µM) strongly affect the already present 
spontaneous network events in the form of Giant Depolarizing Potentials (GDPs) and transformed it 
into recurrent slow and long lasting depolarizations. These pathological activity, baptized as Slow 
Network Oscillations (SNOs) occur in almost all recorded cells (CA1 or CA3 pyramidal cells and 
stratum oriens or stratum radiatum interneurons) independently of GDPs (present or not in control 
recordings before TBOA application). Field potential recordings placed in pyramidal layer show an 
increase of multiunit activities (MUA) synchronized with the whole cell depolarization and was 
characterized by recurrent and robust network bursts of activity. SNOs are only induced by TBOA 
at the first two weeks of life disappearing after this period. SNOs are mostly mediated by NMDA 
receptors activation in pyramidal cells and both by NMDA and GABAA receptors activation in 
interneurons. They are generated by neurotransmitters synaptic release since they are totally 
suppressed by TTX (1 µM) and are not induced by glutamatergic agonists bath application. 
Interestingly SNOs are expressed by extrasynaptic NMDA receptors activation and do not depend 
on intact hippocampal circuitry being generated randomly in disconnect mini slices of different 
hippocampal subfields. 
Together, SNOs reflect a pathological state present during glutamate transporters deficiency 
where glutamate can diffuse through the extracellular space activating extrasynaptic NMDA 
receptors whose will contribute to a large neuronal coactivation increasing glutamatergic signaling 
outside the synaptic cleft. This situation could represent on possible mechanism of seizures 
generation and in particularly regarding neonatal epileptic seizures occurring with a recurrent 
periodicity. 
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surface glutamate transporters are essential for the proper function of
early cortical networks because their dysfunction induces seizures in the
newborn rat in vivo. We have now analyzed the consequences of their
inhibition by DL-TBOA on the activity of the developing CA1 rat
hippocampal network in vitro. DL-TBOA generated a pattern of recurrent
depolarization with an onset and decay of several seconds’ duration in
interneurons and pyramidal cells. These slow network oscillations
(SNOs) were mostly mediated by -aminobutyric acid (GABA) in
pyramidal cells and by GABA and N-methyl-D-aspartate (NMDA) re-
ceptors in interneurons. However, in both cell types SNOs were blocked
by NMDA receptor antagonists, suggesting that their generation requires
a glutamatergic drive. Moreover, in interneurons, SNOs were still gen-
erated after the blockade of NMDA-mediated synaptic currents with
MK-801, suggesting that SNOs are expressed by the activation of
extrasynaptic NMDA receptors. Long-lasting bath application of gluta-
mate or NMDA failed to induce SNOs, indicating that they are generated
by periodic but not sustained activation of NMDA receptors. In addition,
SNOs were observed in interneurons recorded in slices with or
without the strata pyramidale and oriens, suggesting that the gluta-
matergic drive may originate from the radiatum and pyramidale strata.
We propose that in the absence of an efficient transport of glutamate,
the transmitter diffuses in the extracellular space to activate extrasyn-
aptic NMDA receptors preferentially present on interneurons that in
turn activate other interneurons and pyramidal cells. This periodic
neuronal coactivation may contribute to the generation of seizures
when glutamate transport dysfunction is present.
I N T R O D U C T I O N
Dysregulation of glutamate homeostasis has been suggested
to underlie several neurological disorders including amyotro-
phic lateral sclerosis, Alzheimer disease, and epilepsies (Kelly
and Staley 2001; Maragakis and Rothstein 2004). This dys-
regulation may originate from an alteration in glutamate me-
tabolism and also from a dysfunction of cell-surface glutamate
transporters. Factors that affect transporters function (such as
mutation, pH, and phosphorylation) have been extensively
reported (Danbolt 2001; Gegelashvili and Schousboe 1997;
Kalandadze et al. 2004; Maragakis and Rothstein 2004; Taka-
hashi et al. 1997). Glutamate transporters are present at the
surface of glial cells (i.e., GLT1 and GLAST) and neuronal
cells (i.e., EAAC1, EAAT4, EAAT5), where they bind and
transport glutamate into cells from the extracellular space
(Danbolt 2001). Thus glutamate transporters play a key role in
the clearance of extracellular glutamate and the prevention of
glutamate excitotoxicity, receptor desensitization, and neuro-
nal coactivation (Arnth-Jensen et al. 2002; Danbolt 2001).
There is now compelling evidence that glutamate transport-
ers play an important role during cortical development before
and during the formation of synapses. For example, glutamate
transporters are expressed at fetal stages in the human and
rodent brains (Bar-Peled et al. 1997; Furuta et al. 1997;
Ullensvang et al. 1997), functioning during cell proliferation,
migration, and differentiation because the deletion of genes
encoding for GLT1 and GLAST strongly compromises the
development of the cortex (Matsugami et al. 2006). Glutamate
transporters are also essential for the proper function of early
cortical networks because their inhibition generates partial
seizures and recurrent paroxysmal activity in the electroen-
cephalogram (EEG) of newborn rats (Milh et al. 2007), a
cortical pattern reminiscent of a “suppression burst” observed
in some severe forms of neonatal epilepsy (Aicardi 1985;
Ohtahara and Yamatogi 2003; Schlumberger et al. 1992).
Because of the clinical relevance of all these studies, it is
important to clarify the role of these proteins during maturing
cortical network activity. We previously showed that inhibition
of glutamate transporters by DL-threo--benzyloxyaspartate
(DL-TBOA) generated slow recurrent depolarization and burst
of action potentials in developing neocortical pyramidal cells
in vitro (Demarque et al. 2004). To evaluate whether this type
of activity can also be generated in other brain regions and get
more insights on the mechanism of this pattern, we focused our
attention now on the CA1 region of the rat hippocampus, an
area in which the development of synaptic and network activ-
ities are well documented. Studies have shown that glutamate
play a major role in the generation of network-driven events,
i.e., the giant depolarizing potential (GDP; Ben-Ari 2001;
Cherubini et al. 1991). However, its action is powerfully
controlled by pre- and postsynaptic mechanisms (Durand et al.
1996; Gasparini et al. 2000; Groc et al. 2002; Lauri et al. 2006)
and glutamate transporters that prevent its diffusion in the
extracellular space (Demarque et al. 2002; see also Marchionni
et al. 2007). It is likely that this control is important for the
maturation of hippocampal networks and that a deficiency of
glutamate uptake would significantly alter network activities.
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In the present study, we show that in developing hippocampus,
as in neocortex, the inhibition of glutamate uptake dramatically
modifies the pattern of activity and generates network oscilla-
tions of several seconds’ duration, in both interneurons and
pyramidal cells—a process that involves the activation of
extrasynaptic N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors.
M E T H O D S
All the experiments performed in this study conformed to the
French animal use legislation.
Electrophysiology
Experiments were performed on CA1 pyramidal neurons in hip-
pocampal slices from Wistar rats obtained from the day of birth (P0)
to postnatal day 20 (P20). Wistar rats were decapitated under chloral
hydrate anesthesia (20–40 mg/kg). Brains were rapidly removed and
placed in oxygenated ice-cooled artificial cerebrospinal fluid (ACSF)
with the following composition (in mM): 126 NaCl, 3.5 KCl, 2 CaCl2,
1.3 MgCl2, 25 NaHCO3, 1.2 NaHPO4, and 10 glucose (95% O2-5%
CO2, pH 7.4). Coronal hippocampal slices (350–400 m) were
obtained with a vibratome and kept in oxygenated ACSF at room
temperature at least 1 h before use. Individual slices were then
transferred to the recording chamber where they were fully submerged
and superfused with ACSF at 32–34°C at a rate of 2–3 ml/min.
Neurons were recorded under visual control with a Zeiss Axioscope
microscope using patch-clamp technique in the whole cell configura-
tion. Microelectrodes had a resistance of 5–10 M and were filled
with a solution containing (in mM): 100 KM2SO4 or KGlu; 40 KCl,
0.1 CaCl2, 1.1 EGTA, 10 HEPES, 4 Mg2ATP, and 0.3 NaGTP (pH
7.25; 270–280 mOsm), sometimes with N-(2,6-dimethylphenyl car-
bamoylmethyl)triethylammonium bromide (QX-314) to block volt-
age-dependent Na channels in the recorded cell. Biocytin was also
added to the pipette solution for post hoc reconstruction of the
recorded cells (see Tyzio et al. 1999). Some experiments have been
performed with a CsGlu-filled pipette solution (in mM): 100 CsGlu,
40 CsCl, 0.1 CaCl2, 1.1 EGTA, 10 HEPES, 4 Mg2ATP, and 0.3
NaGTP. Whole cell measurements in voltage-clamp or current-
clamp mode were filtered at 3 kHz using an EPC-9 amplifier (HEKA
Electronik). All electrophysiological data were digitized (1–2 kHz)
with a digidata (Axon Instruments) interface card to a personal
computer and analyzed with MiniAnalysis program (Synaptosoft). To
obtain current–voltage (I–V) curves of slow network oscillations
(SNOs), voltage ramps were applied for 1 s from the resting mem-
brane potential to 20 mV and performed with patch pipettes contain-
ing QX-314. In some experiments, SNOs were recorded at 30 mV
with CsGlu-filled pipettes and voltage ramps were applied from this
membrane potential to 100 mV. I–V curves were constructed by
subtracting the ramp response in control from the maximal current
response. The I–V relation of NMDA-receptor–mediated response
was performed with CsGlu-filled pipettes with a similar ramp proto-
col. The response was evoked by the pressure ejection of NMDA
(30–100 M) over a period of 2 s with a patch pipette connected to
a picospritzer (General Valve, Fairfield, NJ). NMDA was applied four
to five times per cell and the I–V relations obtained in individual cells
were averaged and expressed as a percentage of the mean value
obtained at 30 mV and then pooled for each cell type (interneurons
and pyramidal cells). Extracellular recordings were performed with a
glass pipette (1 M) filled with ACSF to record multiple-unit
activity (MUA) and the signal was recorded with a DAM80 amplifier
(WPI).
Morphological analysis
Sections used for electrophysiological analysis were fixed for 24 h
(4% paraformaldehyde plus 0.5% glutaraldehyde) and subsequently
stained with cresyl violet or with a Nissl fluorescent dye (NeuroTrace;
Invitrogen/Molecular Probes) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Slices were analyzed using a confocal microscope (Zeiss LSM
510) to evaluate the efficacy of the dissection of hippocampal sub-
fields and layers.
Statistics
Data are expressed as means  SE. Statistical significance of
difference between means was assessed with ANOVA test and the
level of significance was set at P  0.05.
Drugs
DL-TBOA, 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[f]quinoxaline-
2,3-dione (NBQX), bicuculline, D-2-amino-5-phosphonovaleric acid
(D-APV), ()-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-
5,10-imine maleate (MK-801), NMDA, and -aminobutyric acid
(GABA) were purchased from Tocris (Bristol, UK). Tetrodotoxin
(TTX) and QX-314 were purchased from Sigma–Aldrich (Strasbourg,
France).
R E S U L T S
We used DL-TBOA, a drug known to inhibit glial GLT1 and
GLAST and neuronal EAAC1 glutamate transporters (Shi-
mamoto et al. 1998), the main glutamate transporters expressed
in the rat hippocampus (Furuta et al. 1997; Ullensvang et al.
1997). DL-TBOA is a nontransportable inhibitor that does not
induce an artificial release of glutamate through hetero-ex-
change and it does not act as partial agonist of glutamate
receptors (Demarque et al. 2004; Jabaudon et al. 1999; Shi-
mamoto et al. 1998; also see Anderson et al. 2001).
Blocking glutamate transporters generates slow network
oscillations in the hippocampus
In a first series of experiments we determined the conse-
quence of glutamate transporter inhibition on the whole devel-
oping hippocampal network activity from the day of birth (P0)
to postnatal day 6 (P6). To this end, CA1 pyramidal cells were
recorded using whole cell patch clamp technique in current
clamp mode together with field recording of multiple-unit
activity (MUA) in CA1 (n  7 slices) or CA3 (n  17 slices)
using an extracellular electrode placed in the stratum pyrami-
dale. In addition, we performed dual-field and whole cell
recordings in CA3 (n  4 slices). As already described in
several studies the pattern of electrophysiological activity of
the developing rat hippocampus during the firsts postnatal days
of life is composed by fast synaptic events and also by the
endogenous network-driven events, the so-called giant
(GABAergic) depolarizing potentials (GDPs) (for reviews see
Ben-Ari 2001; Cherubini et al. 1991). These rhythmic activities
were reflected at the cellular level by a recurrent depolarization
of duration 300 ms to 1 s, associated with MUA, and they
occurred with a frequency of one GDP every 2 to 20 s. In CA1,
GDPs were observed in 15/24 slices, whereas in CA3 they
were observed in 20/21 slices. When CA1 and CA3 were
recorded together, GDPs were observed concomitantly in both
layers in 11/17 slices and were observed only in CA3 but not
in CA1 in six slices. Bath application of DL-TBOA (50–100
M) modified the pattern of activity and generated, after 3–5
min of application, recurrent slow and long-lasting depolariza-
tion in CA1 and CA3 lasting 32  4 s (n  28 slices)
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associated with long-lasting recurrent MUA (mean 38  13 s)
(Fig. 1, A and B). Dual patch-clamp of CA1 pyramidal cells
and field recordings in CA3 showed that MUA occurred in the
same time window as the cellular depolarization (Fig. 1C).
These recurrent activities that we shall refer to as slow network
oscillations (SNOs) occurred with a mean frequency of one
oscillation every 136  10 s (n  17 slices). SNOs in both
layers were no longer observed after the washout of TBOA and
they were always blocked by NBQX (10 M), the antagonist
of -amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
(AMPA)/kainate receptors, and APV (80 M) or MK-801 (10
M), the antagonists of NMDA receptor (n  5/5 slices; three
with APV and two with MK-801), indicating that SNOs
involved the activation of ionotropic glutamate receptors (data
not shown).
Because the CA3 region is thought to drive most of the
physiological and pathological network-driven activity in the
hippocampus (Ben-Ari 2001; Ben-Ari et al. 1989; De la Prida
et al. 2006; Menendez de la Prida et al. 1998), we next
wondered whether the generation of SNOs in CA1 originated
from CA3. We therefore disconnected CA1 from CA3 by a
knife cut and tested the action of TBOA. GDPs were observed
in both layers (n  5/8 slices and n  7/8 slices in CA1 and
CA3, respectively) as already described in other studies (Ga-
raschuk et al. 1998; Menendez de la Prida et al. 1998).
DL-TBOA still generated SNOs in both regions (n  8/8 slices,
Fig. 1D). In CA1 the disconnection from CA3 did not signif-
icantly change the frequency of SNOs (one oscillation every
138 6 s). In CA3 the oscillations occurred at a frequency rate
of one burst every 118  6 s. In the disconnected slices SNOs
did not always occur concomitantly [i.e., SNOs may be ob-
served in CA3 but not in CA1 and vice versa (see Fig. 1D)].
Together, these data indicated that 1) the CA1 region can
generate rhythmic activities independently of the CA3 region
and 2) the connection between the two areas allowed a better
coherence of SNOs.
We then decided to focus our attention on the CA1 region to
understand how SNOs may be generated specifically in this
network. To this aim we conducted our experiments in CA1
minislices in which CA3 and the dentate gyrus were com-
pletely removed.
In CA1 pyramidal cells, SNOs were mediated mostly by the
activation of GABAA receptors
SNOs were generated in 49/53 cells recorded in the mini-
slices independently of the presence or the absence of GDPs
before the application of DL-TBOA (see Fig. 2). SNOs had the
following characteristics. 1) In voltage-clamp mode, SNOs




FIG. 1. Inhibition of glutamate transporters generates slow network oscillations (SNOs) in the hippocampal network. Aa: scheme shows the positions of both
the extracellular field pipette (F.P.) to record multiple-unit activity (MUA) and patch-clamp (P.C.) electrodes in the CA1 region of the hippocampus. Control
activity was composed by giant depolarizing potential (GDPs; see at expanded timescale in b, black dot). DL-Threo--benzyloxyaspartate (DL-TBOA, 100 M)
produces slow recurrent depolarizations associated with MUA. GDPs recovered after the washout of TBOA. One of the depolarization (indicated by an asterisk)
is shown in c at an expanded timescale. Note the slow onset of the oscillation shown at the same timescale as that of the GDPs. B: example trace showing that
SNOs are also generated in CA3 by DL-TBOA (100 M). C: traces showing that the recurrent depolarizations in CA1 occurred concomitantly with MUA in CA3.
D: slow depolarizations recorded in CA1 and MUA in CA3 in a slice after the cut of the Schaffer collaterals. SNOs are no longer coordinated in the 2 regions.
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a maximum between 3 and 15 s (mean 7  2 s) and with a
duration that ranged between 10 and 60 s (mean 28  1 s).
They were associated with a three- to 20-fold increase in the
number of spontaneous synaptic events (Fig. 2Ab, mean fre-
quency rate of 18  1 Hz). 2) SNOs reversed polarity at the
same membrane potential as that evoked by bath application of
GABA (34  2 mV, n  16 and 37  2 mV, n  6, for
SNOs and GABA, respectively; Fig. 2C). 3) In the large
majority of pyramidal cells, SNOs were fully abolished by
bicuculline (20 M, n  13/18 cells, Fig. 2B) or by gabazine
(0.5 M, n  3/5 cells). Although GABAA-receptor antago-
nists failed to block SNOs in seven cells, the antagonist
strongly reduced their amplitude by 70–90% and in three of
these cells it also reduced their occurrence (two to three
oscillations in 15 min). In all cases, subsequent addition of
APV blocked them (not shown). 4) In the absence of bicucul-
line, D-APV (80 M) or MK-801 fully abolished them (n 5/5
cells, four cells with APV, one cell with MK-801; Fig. 2D). 5)
They were blocked by TTX (1 M, n  3/3 cells; not shown),
a blocker of voltage-dependent Na channels indicating that
SNOs were mediated by an action potential–dependent release
of transmitters.
Altogether, these data indicated that in pyramidal cells
SNOs were mediated mostly by GABAA receptors and re-
quired the activation of NMDA receptors for their generation.
This suggests that the initiation of SNOs might take place in
GABAergic interneurons.
In interneurons, SNOs are mediated by the activation of both
GABAA and NMDA receptors
We have recorded interneurons in the oriens or radiatum
strata of the CA1 minislices. SNOs were generated after bath
application of DL-TBOA (n  32/38 cells). In interneurons,
SNOs were associated with MUA in the stratum pyramidale,
indicating that SNOs concerned at the same time pyramidal
cells and interneurons of the CA1 region (Fig. 3A). SNOs in
interneurons have similar duration (33  3 s in current clamp
and 31  2 s in voltage clamp), frequency (one oscillation
A a b
a bB c
C a b D
FIG. 2. Inhibition of glutamate transport-
ers generates -aminobutyric acid type A
(GABAA)–receptor-mediated SNOs in pyra-
midal cells. Aa: pyramidal cell recorded in
CA1 minislice. Trace shows SNOs recorded
in voltage clamp in a pyramidal cell from a
postnatal day 1–old (P1) rat. Some events in
control and one oscillation are shown at 2
expanded timescales below. No GDPs were
observed in this cell before the application
of DL-TBOA. Note also the progressive
growing of the oscillation. b: graph showing
the effects of DL-TBOA on spontaneous
events vs. time (bin size  10 s) and corre-
sponding to the full experiment shown in a.
Each SNO is associated with a large increase
in the number of spontaneous events. This
effect is reversible after the washout of DL-
TBOA. SNOs are reinstalled after a second
application of TBOA. Ba: pyramidal cell from
P6 rat recorded in current-clamp mode. SNOs
are fully blocked by bicuculline (20 M). b:
same cell recorded in voltage clamp after the
washout of bicuculline and the recovery of
SNOs. Bicuculline fully abolished SNOs at
70 and 30 mV. This cell has spontaneous
and evoked excitatory postsynaptic currents
(EPSCs) mediated by glutamate receptors. c:
in the presence of bicuculline, stimulation of
the Schaffer collaterals evoked at30 mV an
EPSC that is not fully blocked by 2,3-dihy-
droxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[f]quinoxa-
line-2,3-dione (NBQX, 10 M) and requires
D-2-amino-5-phosphonovaleric acid (D-APV,
80 M) to be fully abolished. C: current–
voltage (I–V) relationship of SNOs (a) and of
GABA-mediated current (b) in 2 different
cells. GABA (10 M was bath applied for
20 s). Cells were recorded with a pipette filled
with KGlu solution containing N-(2,6-dimeth-
ylphenyl carbamoylmethyl)triethylammonium
bromide (QX-314) to block the voltage-de-
pendent Na channels. I–V relationship was
constructed by subtracting the ramp response
in control (1) from that during the maximal
current response (2) (see METHODS). D: pyra-
midal cell from P1 rat recorded in voltage-
clamp mode. SNOs are fully blocked by D-
APV (80 M).
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every 121  12 s), and time to peak (8  1 s measured in
voltage clamp) as in pyramidal cells.
We then determined which receptors mediated SNOs in
interneurons. Bicuculline failed to block SNOs in a large
majority of cells (n  15/18 cells, Fig. 3B). The action of the
antagonist was complex because from one cell to another it
either decreased or increased or did not change the duration,
the frequency, and the amplitude of SNOs. However, on
average, bicuculline significantly reduced the duration of
SNOs (in current clamp: 33 3 vs. 19 2 s in the absence and
in the presence of bicuculline, respectively; in voltage clamp:
31  2 vs. 21  1 s in the absence and in the presence of
bicuculline, respectively) but did not significantly affect their
amplitude (70  12 and 57  7 pA before and after
bicuculline, respectively) or frequency (one oscillation every
121  12 vs. 119  20 s before and after bicuculline,
respectively). The bicuculline-insensitive component had the
following characteristics: 1) it also had a slow onset with the
peak of the current/depolarization being reached in 7 2 s and
blocked by D-APV (Fig. 3B); 2) it may also be devoid of
EPSCs (see Fig. 3B for example); 3) the I–V relationship
displayed a region of negative slope at membrane potential
more negative than 20/30 mV and the current reversed
polarity at 5  2 mV (n  5; Fig. 3Cb); and 4) it was blocked
by TTX (n  4/4 cells, Fig. 3Ca). Therefore this component
was mediated by NMDA receptors that were activated by an
action potential–dependent release of glutamate. In addition,
application of APV alone, in the absence of bicuculline, also
fully abolished SNOs (n  5/5 cells, Fig. 3A).
These data suggest that 1) in interneurons the activation
of NMDA receptors is sufficient to generate SNOs; GABA-
receptor activation amplifies the oscillations; and 2) in
pyramidal cells both NMDA- and GABAA-receptor activa-
tion are necessary for expression of SNOs. Taken altogether,
these data suggested that SNOs were initiated by the acti-




FIG. 3. SNOs in interneurons are mediated by GABAA and N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors. Aa: interneuron from P0 recorded in the stratum
radiatum (top trace) with a KM2SO4-filled pipette solution and combined with the extracellular recording of MUA with a pipette located in the stratum
pyramidale (bottom trace). Activity of the CA1 region is composed by GDPs and associated with MUA in the stratum pyramidale (shown at an expanded
timescale below the 2 traces). Bath application of DL-TBOA generates SNOs. All the SNOs generated in this experiment are not shown in this figure. This pattern
is blocked by D-APV (80 M). Trace is shown 5 min after the application of D-APV. GDPs recover 15 min after the washout of the drugs. b: graph corresponding
to the full experiment depicted in a and showing the effects of DL-TBOA on the number spikes in the interneuron and MUA in pyramidal cell layer (bin size 
10 s). B: interneuron from P6 rat recorded in the stratum oriens in voltage-clamp mode GDPs are absent during the control period. DL-TBOA generates SNOs
that are not abolished by bicuculline (trace depicted is shown 10 min after the application of the antagonist). Remaining component is blocked by D-APV. SNOs
are shown at expanded timescales below. Note the absence of EPSCs in the bicuculline-insensitive component of SNOs and the slow onset. Ca: tetrodotoxin
(TTX) sensitivity of the isolated NMDA component of SNOs recorded in the presence of bicuculline in an interneuron of the stratum radiatum from P4 rat. Few
EPSCs are observed during this slow current. b: I–V relationship of SNOs constructed by subtracting the ramp response in control (1) from that during the
maximal current response (2).
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firing of interneurons, the release of GABA, and the acti-
vation of GABAA receptors of both interneurons and pyra-
midal cells.
SNOs are not generated by applications of
glutamate agonists
How are SNOs initiated? Because blockade of glutamate
transporters elevates the extracellular concentration of gluta-
mate ([glutamate]o) (Danbolt 2001; O’Shea et al. 2002), a
sustained increase of [glutamate]o may directly trigger mem-
brane oscillations in interneurons due to the voltage depen-
dence of NMDA receptors and activation of K channels as
shown in several structures including the supraoptic nucleus,
the spinal chord, and the tractus solitarii (Hochmann et al.
1994; Hu and Bourque 1992; Tell and Jean 1993). A sustained
elevation of [glutamate]o could also provide a sufficient depo-
larization of interneurons to generate recurrent bursts of action
potentials if these neurons have intrinsic rhythmic bursting
properties, as recently shown for some CA3 pyramidal neurons
(Sipila¨ et al. 2005). An alternative hypothesis is that the
elevation of glutamate in the extracellular space during SNOs
is transient and not sustained.
To discriminate between these possibilities, we have ana-
lyzed the behavior of interneurons in response to depolarizing
current injection to mimic the depolarization produced by
glutamate, or to long-lasting bath application of NMDA, non-
transportable agonist, or glutamate. As shown in Fig. 4A
current injections generated a continuous firing of action po-
tentials but failed to generate rhythmic bursts. None of the
interneurons recorded for this study (n  18) displayed intrin-
sic rhythmic activity irrespective of the membrane potential.
Additionally, in contrast to DL-TBOA, long-lasting bath appli-
cation of NMDA for a period of 15 to 20 min depolarized the
cell and generated a sustained firing of the cell and MUA in the
stratum pyramidale but not SNOs (Fig. 4, B and C). Increasing
NMDA concentration to 30 M (n  3) or decreasing the
concentration of NMDA to 1 M (n  4) failed to produce
SNOs (data not shown). Glutamate (10–100 M) also pro-
duced a continuous cellular depolarization and an increase in
the number of MUA but not SNOs (n  4, Fig. 4, D and E). A
similar protocol was applied for pyramidal neurons and they
FIG. 4. SNOs are not generated by glutamate receptor ago-
nists in interneurons. A: interneuron of P5 recorded in the
stratum radiatum in current-clamp mode with a KM2SO4-filled
pipette solution. Cell was progressively depolarized by injec-
tion of current (bottom trace). This leads to a sustained dis-
charge of action potentials (top trace). Ba: DL-TBOA induces
recurrent depolarizations and bursts of action potentials in
interneurons and MUA in the stratum pyramidale. Bb: same
recordings as in Ba. After the washout of DL-TBOA, NMDA
was applied and generates a sustained cellular depolarization
and action potential and unit discharges. C: graphs of the full
experiment partially shown in B representing the number of
spikes in the interneuron and MUA in the stratum pyramidale
vs. time (bin size  10 s). Two bottom graphs show at an
expanded timescale the discharge during application of the 2
drugs. Note the recurrent increase of the discharge during
DL-TBOA and the continuous increase during NMDA. Da:
interneuron of P4 recorded in the stratum radiatum in current-
clamp mode with a KM2SO4-filled pipette solution combined
with the extracellular recording of MUA in the stratum pyra-
midale. Both glutamate concentrations, 10 and 30 M (a and b,
respectively) failed to generate oscillations. E: graphs corre-
sponding to the experiment shown in D.
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did not display any rhythmic oscillations in response to current
injection (n  5; see supplemental Fig. 1A1) and SNOs were
not generated after bath application of NMDA (n  5) or
glutamate (n  4) (supplemental Fig. 1, B–E).
Therefore a sustained elevation of glutamate in the extracel-
lular space and tonic activation of glutamate receptors did not
generate SNOs. These results suggested that SNOs are initiated
by a periodic increase of [glutamate]o and recurrent activation
of NMDA receptors located in interneurons.
Extrasynaptic NMDA receptors contribute to SNOs
The very slow kinetics of the NMDA component of SNOs
(in the presence of bicuculline) and the progressive growth of
the current occurring sometimes in the absence of EPSCs
together suggested that synaptic NMDA receptors may not
fully account for the development of these oscillations. If this
hypothesis is true then SNOs should still be produced in a
neuron in which NMDA-mediated synaptic currents were abol-
ished. To test this hypothesis, we used MK-801 (20 M), the
noncompetitive and irreversible NMDA-receptor antagonist
that blocked the NMDA channel only when it is open. EPSCs
were recorded in interneurons in the presence of bicuculline
and at 30 mV, where Mg2 did not block the NMDA channel.
In addition an extracellular electrode was placed in the stratum
radiatum to record MUA in this layer. The mean decay time
constant of glutamate-mediated synaptic currents recorded in
six cells in this condition is shown in Fig. 5B. To eliminate as
much as possible NMDA-mediated EPSCs, the synaptic activ-
ity was enhanced by increasing the external concentration of
KCl from 3.5 to 7 mM. This protocol augmented the synaptic
activity two- to fivefold and MUA (Fig. 5A). Moreover, in
keeping with another study (Sipila¨ et al. 2005), a rise in [K]o
generated GDP-like events, as reflected by large outward
currents associated with burst MUA (Fig. 5A, five of six cells).
After 10 min, MK-801 was also bath applied for 10 min. This
progressively diminished both the amplitude and the duration
of the GDPs to a stable level that was reached after 7–9 min of
application (from 274  100 to 70  35 pA, for the amplitude
before and after the application of MK-801, respectively, and
from 1.8  0.3 to 0.7  0.08 s for the duration before and
during MK-801 application, respectively; Fig. 5, A and B). This
also largely decreased the mean decay time of EPSCs to a
value that corresponded to pure AMPA-mediated synaptic
events (Fig. 5B) (see e.g. Cossart et al. 2002; Groc et al. 2002).
DL-TBOA was applied 10–15 min after the reperfusion of
slices with the control ACSF (in bicuculline). At this time
GDP-like events were no longer present (Fig. 5Ad), whereas
the mean decay time of EPSCs was similar to that during the
application of MK-801 (Fig. 5B). This indicated that synaptic
events were exclusively mediated by AMPA receptor, whereas
NMDA-mediated EPSCs were still blocked by MK-801. In
spite of this blockade, TBOA generated SNOs and recurrent
bursts of units in five of six cells (Fig. 5C), occurring on a tonic
outward current (10- to 200-pA range), as described in several1 The online version of this article contains supplemental data.
BA a b c d
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FIG. 5. NMDA extrasynaptic receptors contribute to the expression of SNOs. Concomitant recording of an interneuron of P6 located in the stratum oriens
with a pipette filled with CsGlu solution at 30 mV in voltage-clamp mode and of MUA with an extracellular electrode placed in the stratum radiatum. Experiments
were performed in the continuous presence of bicuculline (20 M). Aa–Ad: 1-min recording in control (a), 8 min after application of KCl 7 mM (b), 9 min after
the addition of ()-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine maleate (MK-801, 20 M) (c), and 15 min after the reperfusion of the slice
with control solution (KCl 3.5 mM and without MK-801) (d). Synaptic activity recorded during 5 s in the different conditions is shown at higher magnification
between the 2 continuous traces. GDP-like events recorded during KCl 7 mM and KCl  MK-801 are shown at a higher timescale below the continuous traces.
B: summary of the effects of MK-801 on both the amplitude (first histogram) and the duration of GDP-like events (second histogram) generated by KCl 7 mM
in 5 cells. Third histogram shows the mean decay of EPSCs recorded in the 4 conditions in 6 cells. Two representative EPSCs recorded before and after MK-801
are also shown. C: DL-TBOA generates a tonic current and SNOs after MK-801. Both are abolished by D-APV. Slow current and the associated field activity
indicated with an asterisk are shown at a higher timescale in b; beginning of the onset is also magnified. Rare EPSCs are present during the onset. They have
kinetics of -amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA)–mediated synaptic current. I–V relationship of the current constructed by
subtracting the ramp response in control (2) from that during the maximal current response (1) is shown in c. D: mean I–V relationships (9 I–Vs) of SNOs recorded
in 5 cells.
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studies (Arnth-Jensen et al. 2002; Cavelier et al. 2002; Demarque
et al. 2002; Jabaudon et al. 1999; Le Meur et al. 2007). SNOs had
duration of 32  2 s and occurred at a frequency rate of one
oscillation every 215  29 s. SNOs were blocked by APV and
displayed an I–V relation characteristic of an NMDA-receptor–
mediated component (Fig. 5, C and D). The mean frequency of
SNOs was significantly lower than that measured with functional
synaptic NMDA receptor (see previous text). In contrast the
duration was similar to the isolated NMDA component of SNOs
measured at 30 mV in separate experiments (34 1 s, n 4 cells,
data not shown; also see following text).
These data suggested that the oscillations were expressed by
the activation of extrasynaptic NMDA receptors.
NMDA activates interneurons more efficiently than
pyramidal cells
The contribution of extrasynaptic NMDA receptors to SNOs
suggested that the glutamate released periodically diffused in
the extracellular space. Why did it preferentially activate in-
terneurons compared with pyramidal cells? Are both cell types
activated with the same efficacy by NMDA? To answer these
questions we compared the effects of exogenous application of
NMDA to generate current or depolarization in pyramidal cells
and interneurons. First, we analyzed the I–V relationship of the
NMDA-receptor–mediated response evoked by pressure ejec-
tion of NMDA (60–100 M). These experiments were per-
formed in the presence of NBQX (10 M) and bicuculline (20
M) to block respectively the AMPA/kainate receptors and
GABAA receptors as well as TTX (1 M) and Cd2 (100 M)
to block respectively the voltage-dependent Na and Ca2
channels. In addition, voltage-dependent K channels were
blocked by tetraethylammonium (TEA, 20 mM) and CsCl (2
mM) and neurons recorded with a CsGlu solution–filled elec-
trode. In both interneurons and pyramidal cells, NMDA was
ejected close to the soma to reduce space-clamp errors and with
the same pressure and duration. As shown in Fig. 6A, there was
a significant difference in I–V curves of both interneurons and
pyramidal cells at a membrane potential more negative than
55 mV. NMDA receptors of pyramidal cells were less
activated at more hyperpolarized membrane potentials than
those of interneurons. Second, to confirm this result under
more physiological conditions, neurons were recorded in cur-
rent-clamp mode with KM2SO4-filled pipette. We measured
the input resistance and membrane capacitance of interneurons
and pyramidal cells. Both cell types had the same capacitance
(Fig. 6F) but showed a significant difference in their input
resistance, which was significantly higher in interneurons than
in pyramidal cells (Fig. 6E).
Next, we have analyzed the depolarization produced by
NMDA application in interneurons and pyramidal cells in the
presence of bicuculline and NBQX at the same membrane
potential. To ensure that the depolarization evoked by pressure
ejection of NMDA was mediated by NMDA receptors, the




FIG. 6. Characteristics of NMDA-receptor–medi-
ated responses in interneurons and pyramidal cells. A:
I–V relationships of NMDA-receptor–mediated cur-
rent in interneurons (grey) and pyramidal cells (black).
Insets: protocol used to generate the I–V curves. Neu-
rons have been recorded with pipette filled with CsGlu
solution. Current was evoked by pressure ejection of
NMDA. NMDA current is significantly larger in in-
terneurons than in pyramidal cells at membrane poten-
tial more negative than 55 mV. B and C: NMDA-
receptor–mediated response in interneurons and pyra-
midal cells recorded in current-clamp mode in the
presence of NBQX and bicuculline with patch pipette
filled with KM2SO4 solution. Depolarization was
evoked by pressure ejection of NMDA during 2 s close
to the soma at 60 M (B) and at 30 M (C) with the
same pressure in both cell types (6 psi). D: histograms
representing the mean depolarization produced by
NMDA applied at 60 and 30 M in interneurons and
pyramidal cells at80 and25 mV. Depolarization is
always significantly stronger in interneurons than in
pyramidal cells. E: histogram representing the mean
input resistance (Rm) of interneurons and pyramidal
cells. Left traces: representative responses of an inter-
neuron (Int.) and a pyramidal cell (Pyr.) following
incremental current steps of 5 pA. F: histogram
representing the mean capacitance (Cm) of interneu-
rons and pyramidal cells.
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(about 25 mV) and in some cases D-APV or MK-801 was
applied at the end of the experiments. As shown in the Fig. 6,
B and D, NMDA (60 M) evoked a depolarization in inter-
neurons and pyramidal cells that was stronger at 25 mV than
that at 80 or 90 mV, in keeping with the voltage depen-
dence of the NMDA-receptor–mediated response. However,
the depolarization was significantly larger around 80 mV in
interneurons than in pyramidal cells. Third, the concentration
of NMDA in the pipette of ejection was decreased to determine
whether the threshold concentration to generate a depolariza-
tion was the same in both cell types. As shown in Fig. 6C
decreasing the concentration of NMDA to 30 M in the pipette
consistently evoked a depolarization in interneurons, whereas
it failed to depolarize pyramidal cells in 50% of the cells. In
the other cells, the depolarization was significantly lower than
that in the interneurons (Fig. 6D). At 10 M, NMDA failed to
activate interneurons (n  5 cells). Taken together, these data
indicate that exogenous NMDA is more efficient to activate
interneurons than pyramidal cells.
SNOs do not require the presence of pyramidal neurons
What is the source of glutamate release inducing SNOs?
Blockade of the glutamate component of SNOs by TTX sug-
gested that the release of glutamate had a neuronal rather than
a glial origin because it required the generation of sodium
action potentials. In addition, the fact that SNOs in pyramidal
cells were largely blocked by bicuculline but still present in
interneurons led us to determine whether pyramidal neurons
were necessary for the generation of SNOs.
To test this hypothesis, the stratum radiatum was surgically
isolated from the rest of the hippocampus and interneurons were
recorded. To ensure the total ablation of pyramidal neurons, slices
were analyzed post hoc with fluorescent Nissl staining or with
cresyl violet. In this situation, DL-TBOA still generated SNOs (see
supplemental Fig. 2A). The SNOs had the same properties as
those recorded in control nonisolated minislices: 1) they
occurred at a frequency rate of one oscillation every 108 
10 s and their duration was 31  2 s; 2) they were fully
blocked by APV; and 3) they persisted in the presence of
bicuculline and were subsequently blocked by TTX. To
ensure that the APV sensitivity of SNOs reflected the
presence of an NMDA component in the oscillations, we
recorded in three different slices interneurons at 30 mV with
CsGlu-filled pipette and analyzed the I–V relation of SNOs.
In addition, to confirm that these oscillations are observed in
this restricted network, we also recorded MUA in the
stratum radiatum. As shown in Fig. 7, GDPs in control and
SNOs during DL-TBOA were observed at both cellular and
field level, indicating that these two rhythmic activities
occurred concomitantly in a population of cells of this
isolated interneuronal network. In the absence of bicucul-
line, SNOs had a duration of 41  3 s and they occurred at
a frequency rate of one oscillation every 97  12 s. The
current reversed polarity around 10 mV, a value more
depolarized than EGABA (Fig. 7, C and D). In the presence of
bicuculline, SNOs occurred at a frequency rate of one
oscillation every 90  7 s and they had a duration of 33 
3 s. SNOs reversed polarity around 0 mV, the I–V relation
displayed a region of negative slope, and this component
was blocked by APV, indicating that SNOs were mediated
by NMDA receptors (Fig. 7, C and D).
SNOs were also observed in interneurons recorded in the
stratum oriens from slices containing both the strata pyrami-
dale and oriens but not the strata radiatum (n  3/3 slices; see
supplemental Fig. 2B). In contrast, SNOs were not generated in
interneurons recorded in isolated stratum oriens slices (n 3/3
slices; not shown).
Taken together these data support the idea that SNOs may be
initiated in the absence of the main glutamatergic pyramidal
cells and suggested that an additional glutamatergic drive is
present in the stratum radiatum that provides a source of
glutamate necessary for the generation of SNOs.
The generation of SNOs is developmentally regulated
Finally, we wondered whether the generation of SNOs was
restricted to immature networks or could be generated at adult
FIG. 7. SNOs occur in the absence of pyramidal cells. A: picture showing the isolated stratum radiatum of P5 stained with cresyl violet and the interneuron
recorded with a CsGlu-filled pipette solution containing biocytin and reconstructed post hoc. An extracellular electrode was also placed in the stratum radiatum
to record MUA. Ba–Bd: interneuron is recorded in voltage-clamp mode at 30 mV. GDPs are present in control (a) and DL-TBOA generates SNOs (b). They persist
in the presence of bicuculline (c) and are fully abolished by APV (d). GDPs and SNOs are shown at a higher timescale below the continuous traces. Tonic current
is not shown. C: I–V relationships of one of the slow current recorded in this experiment in the absence and in the presence of bicuculline. Ramps are indicated
by numbers. D: mean I–V values of SNOs recorded in the absence (6 I–Vs) and the presence of bicuculline (6 I–Vs) in 3 different isolated stratum radiatum slices.
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stages. To this aim, we first performed extracellular recordings
in the stratum pyramidale to analyze the pattern of MUA in
these populations of cells at different ages (P0–P20). At the
beginning of the second postnatal week of life (P8–P9) DL-
TBOA consistently generated recurrent long-lasting bursts of
units characteristic of SNOs (4/4 slices). GDPs were also
observed in these slices in control (Fig. 8A). After P12, GDPs
were no longer observed and DL-TBOA failed to generate
SNOs (14/14 slices) (Fig. 8B). Instead, the inhibition of glu-
tamate transporters led to a continuous firing of units in the
stratum pyramidale and a sustained depolarization and action
potential discharge in the interneurons (3/3 cells, Fig. 8C).
Together, these data indicated that SNOs were initiated during
a restricted period of development.
D I S C U S S I O N
The present study shows that during development, cell-
surface glutamate transporters exert a powerful control of the
hippocampal network activity preventing the occurrence of
long-lasting bursts of activity due to the co-activation of a large
neuronal population in both CA3 and CA1 areas. A deficiency
in the transport of glutamate leads to the replacement of GDPs
by slow network oscillations (SNOs), including most of the
ongoing synaptic activity. We also show that the CA1 area can
generate SNOs even when disconnected from CA3, which
plays an important role in the generation of most of physio-
logical and pathological network-driven events in the hip-
pocampus (Ben-Ari 2001; Ben-Ari et al. 1989; De la Prida et
al. 2006; Menendez de la Prida et al. 1998). The generation of
SNOs is mediated by a periodic activation of extrasynaptic
NMDA receptors primarily located on GABAergic interneu-
rons. The interneurons then release GABA that is excitatory at
that developmental stage (Ben-Ari 2002; Ben-Ari et al. 1989;
Cherubini et al. 1991; Tyzio et al. 2006), leading to the
activation of large populations of interneurons and pyramidal
cells. Interestingly, our isolation experiments strongly suggest
that the glutamatergic drive generating SNOs originates from
radiatum and pyramidale strata. We propose that the coactiva-
tion of neuronal ensembles occurring during SNOs may con-
tribute to the generation of seizures that are observed when
glutamate transport is reduced (Milh et al. 2007).
Comparison of SNOs and GDPs
The mechanisms that generate GDPs have been extensively
investigated in the developing hippocampus (for reviews see
Ben-Ari 2001, 2002; Cherubini et al. 1991). The global picture
that emerges from these studies is that a glutamatergic drive
contributes to synchronize GABAergic interneurons that in
turn generate the polysynaptic GDPs. Like GDPs, SNOs also
require the activation of GABAergic interneurons by a gluta-
matergic neuronal source. Also, both patterns are observed in





FIG. 8. Generation of SNOs is developmentally regulated. A: extracellular recording of MUA at P8 with a pipette located in the stratum pyramidale. Control
activity is composed of GDPs (an example is shown at an expanded timescale below the continuous trace). Bath application of DL-TBOA generates recurrent
bursts of MUA. B: same type of recording performed at P12. There are no more GDPs in control and bath application DL-TBOA (100 M) induces a sustained
discharge of MUA. Ca: interneuron of P20 recorded in the stratum radiatum combined with the extracellular recording (F.P.) of MUA in the stratum pyramidale.
DL-TBOA induces a depolarization and a sustained discharge of action potentials in the interneuron and units in the stratum pyramidale. Note the presence of
a burst at the end of DL-TBOA application. Traces indicated with symbols are shown at an expanded timescale in Cb. Cc: graph corresponding to the experiment
shown in Ca. Top graph: number of spikes in the interneuron vs. time. Bottom graph: MUA recorded in the stratum pyramidale vs. time (bin size  10 s).
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pyramidal cells. Finally, they are restricted to a limited devel-
opmental stage because they are not observed after the second
postnatal week of life.
However, SNOs differ from the GDPs by their very slow
kinetics, i.e., the onset and the decay are of several seconds’
duration for SNOs, whereas they are of only a few hundred
milliseconds for GDPs. Several factors have been shown to
modulate the frequency and/or the kinetics of GDPs (Bernard
et al. 2005; McLean et al. 1996; Safiulina et al. 2005; Sipila¨ et
al. 2004; Strata et al. 1995). At least in CA3, the blockade of
GABAB receptors (McLean et al. 1996), GABA transporters
(Sipila¨ et al. 2004), or cannabinoid receptors (Bernard et al.
2005) increased the duration of the GDPs for only few hundred
milliseconds. However, none of these inhibitors produced
modifications in the onset and duration of GDPs with the same
magnitude as those generated after blockade of glutamate
transporters. The time course of SNOs is reminiscent of that of
the “paracrine” current that we previously described in CA1
during the perinatal period and is evoked by the release and
diffusion of glutamate and GABA into the extracellular space
and subsequent activation of extrasynaptic receptors (De-
marque et al. 2002). Our data provide evidences that SNOs are
also built or expressed by the activation of extrasynaptic
NMDA receptors. Particularly, we found that in the presence of
bicuculline, SNOs were still present after the blockade of
NMDA-mediated EPSCs by MK-801 and with a duration
similar to that observed with functional synaptic NMDA re-
ceptors. This procedure, however, decreases the occurrence of
SNOs, suggesting that synaptic NMDA receptors may also
play an important role in the initiation of the slow network
oscillations. Because MK-801 was applied in the presence of 7
mM KCl that depolarizes the network, it is likely that synaptic
NMDA receptors were affected not exclusively in the recorded
cell but also in other cells of the network. This probably will
alter the occurrence of the network oscillations. We propose
that GDPs and SNOs may be initiated by the same glutama-
tergic drive but that the deficiency in the transport of glutamate
enlarges the range of action of this drive in the network due to
the diffusion of the glutamate released and extrasynaptic acti-
vation of receptors. This “spillover” may engage large popu-
lations of neurons in rhythmic activities including cells in
which GDPs were absent.
SNOs are generated by a periodic release of glutamate
Blocking glutamate transporters enhances the extracellular
concentration of glutamate (Danbolt 2001; O’Shea et al. 2002)
and a recent study strongly suggests that this rise may originate
from glial cells (Le Meur et al. 2007). The consequence is a
tonic activation of glutamate receptors (mostly NMDA) of
neurons that is revealed at positive membrane potential by a
sustained outward current (Arnth-Jensen et al. 2002; Cavelier
et al. 2002; Demarque et al. 2002; Jabaudon et al. 1999; Le
Meur et al. 2007). Our data indicate that this tonic activation is
insufficient to generate SNOs. Indeed, we showed that the
long-lasting application of NMDA or glutamate induces a
sustained activation of both interneurons and pyramidal cells
but does not lead to the generation of slow oscillations. There-
fore our data are better explained if, in addition to the persistent
enhancement of [glutamate]o, there is a periodic release of
glutamate that diffuses in the extracellular space. However, we
cannot exclude a contribution of tonic activation of glutamate
receptors in the generation of SNOs. A recent study performed
with dynamic two-photon microscopy and Ca2 imaging de-
scribed that the CA1 stratum pyramidale of neonatal mice
hippocampus contains some neurons displaying intrinsic peri-
odic bursts of action potential (Crepel et al. 2007). Because
these recurrent bursts were observed in a particular range of
membrane potential, a tonic depolarization produced by the
activation of NMDA receptors may help these cells in gener-
ating this pattern and generate SNOs when glutamate transport
fails.
Pyramidal cells are not required for the generation of SNOs
An intriguing observation is that SNOs can be generated in
the absence of pyramidal cells. These SNOs generated by
GABAergic interneurons have properties identical to those of
the SNOs recorded in the minislices, i.e., they are blocked by
APV and TTX but not by bicuculline. Moreover, their I–V
relationship includes an NMDA-mediated component. This
suggests that an action potential–dependent release of gluta-
mate occurs in spite of the absence of strata pyramidale/oriens.
It is unlikely that this release comes from the Schaffer collat-
erals, perforant path, or commissural fibers that innervate
interneurons and pyramidal cells in these layers; otherwise,
SNOs in pyramidal cells should often contain a glutamate
component. In addition, it is difficult to conceive that these
axons generated spontaneous action potentials and released
glutamate with the periodicity of SNOs while they are discon-
nected from their soma. Our observations are therefore best
explained by the presence in stratum radiatum of intrinsically
active neurons that periodically release glutamate. Glutamater-
gic neurons have been identified in the stratum radiatum of the
CA1 region of the adult rat hippocampus and they were called
“giant cells” (Gulya´s et al. 1998). Whether such cells are
present in the developing hippocampus and constitute one
source of the glutamatergic drive necessary for the initiation
SNOs remain to be established.
Interneurons and pyramidal cells are not activated by
NMDA with the same efficacy
Our data show preferential activation of extrasynaptic
NMDA receptors of interneurons by glutamate during SNOs.
The analysis of the sensitivity of interneurons and pyramidal
cells to exogenous application of NMDA may provide some
clues. First, in these cells, NMDA receptors display signifi-
cantly less voltage sensitivity to Mg2 block compared with
that of pyramidal cells. As a consequence, in interneurons,
unlike pyramidal cells (Leinekugel et al. 1997), NMDA recep-
tors can be activated at hyperpolarized membrane potentials
without the requirement of concomitant depolarizing action of
GABA. Consistent with this, we found that SNOs in interneu-
rons present an NMDA component in the presence of bicucul-
line. However, a difference in the Mg2 block cannot solely
explain the absence in pyramidal neurons of an NMDA-
receptor–mediated component in SNOs. Indeed, in a large
majority of these neurons, SNOs were mediated only by
GABA and fully blocked by the GABAA-receptor antagonist
(bicuculline) even when the pyramidal cells were depolarized
at 30 mV, where the Mg2 block is alleviated. There are at
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least three possible explanations for this: 1) The concentration
of glutamate near pyramidal cells is lower than that near
interneurons and is insufficient to activate the NMDA recep-
tors; glial cells could preferentially sheath pyramidal cells
constituting a physical barrier for glutamate diffusion. 2)
NMDA receptors located on pyramidal cells do not have the
same sensitivity for glutamate than the receptors located on
interneurons. This could result from a possibly different com-
position of subunits of the NMDA receptor in the two popu-
lations of cells (see Monyer et al. 1994; Mori and Mishina
1995). 3) Another element that has to be taken into account is
the higher input resistance of the interneurons compared with
pyramidal cells. This may favor their depolarization and con-
tribute to make these cells the main sensors of variation of
glutamate in the extracellular space.
The generation of SNOs is developmentally regulated
We show that SNOs could not be induced after the second
postnatal week of life. After this period, DL-TBOA generated a
sustained activation of the neurons. A number of parameters
could contribute to the change of the pattern, which include: 1)
disappearance or alteration of the properties of the pacemaker
cellular elements that provide the glutamatergic drive, 2) a
massive tonic release of glutamate that masks the periodic
activation of NMDA receptors, and 3) the formation of a high
density of synapses that may be associated with a reduced
density of extrasynaptic receptors. In addition, a switch in
GABAergic signaling (from depolarizing to hyperpolarizing
action) that occurred after the second postnatal week of life
(see Khazipov et al. 2004) may also participate in the inability
to generate SNOs at this period of time. Because GDPs
disappear at the same time as SNOs, the change of pattern may
have a common origin that remains to be clarified in further
studies.
In conclusion, recent observations suggest that glutamate
transporters may exert a powerful control of the developing
spinal chord and of neocortical networks activity. These two
structures that display GDP-like events (Garaschuk et al. 2000;
O’Donovan et al. 1998) respond to DL-TBOA by glutamate-
dependent slow recurrent depolarizations/inward currents with
duration and frequency similar to those described in the present
study (Demarque et al. 2004; Sharifullina and Nistri 2006).
Therefore the modulating actions of glutamate transporters
could be a universal rule for developing networks, suggesting
that if glutamate transporters are not fully operational during
development (see Maragakis and Rothstein 2004) this will
similarly affect the activity of several brain structures and
transform the ongoing physiological patterns (GDPs) to slow
and long-lasting membrane oscillations. We propose that one
important role of glutamate transporters during development is
to reduce the impact of putative “generators” of rhythmic
activity on the network. By preventing or reducing the spread
of glutamate in the extracellular space, glutamate transporters
act to limit the coactivation of the neurons and the number of
cells that participate in network-driven activity in immature
brain. This regulation is fundamental because it prevents the
generation of pathological activities and seizures. Indeed, large
coactivation of neuronal activities is the hallmark of epilepsy.
The recent observations that the inhibition of glutamate trans-
porters generates in vivo NMDA-receptor–dependent recur-
rent paroxysmal bursts and partial seizures (Milh et al. 2007)
support this hypothesis. We propose that the mechanism de-
scribed here for the generation of SNOs may be similar to that
leading to the “suppression burst” pattern observed in vivo in
the rat pups after intracerebroventricular injection of DL-TBOA
(Milh et al. 2007).
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RESULT III: Calcium Imaging Reveals Particular Spatiotemporal Dynamics of Slow 
Network Oscillations 
Abstract 
Spontaneous rhythmic activities are suggested to be the strategic tool used by the immature 
brain in order to develop and assemble neural circuits (Feller, 1999). Glutamate transporters are 
essential to control these spontaneous activities avoiding undesirable glutamate receptors over 
activation outside the synaptic cleft. This “spillover” of glutamate plays an important role in 
changing the excitability of neuronal networks during brain development. It has been shown that the 
action of glutamate outside the synaptic cleft, provide one important source of depolarization of the 
brain even before mature synapses are established (Demarque et al., 2002). This accumulation of 
glutamate extracellularly is already observed at the first weeks of life decreasing concomitantly 
with higher expression of glutamate transporters during brain maturation and could be the major 
responsible for activating “silent synapses” during development (Diamond and Jahr, 1995; Tyzio et 
al., 1999; Balland et al., 2008). Other studies have been performed in the developing neocortex 
(Demarque et al., 2004; Milh et al., 2007), hippocampus (Cattani et al., 2007), brainstem 
(Sharifullina and Nistri, 2006) and retina (Blankenship et al., 2009) showing that the blockade of 
glutamate transporters and the consequently glutamate spillover strongly alters the spontaneous 
rhythmic patterns of the immature brain affecting the whole neuronal network function. We have 
shown in collaboration with Dr. Cossart, that extracellular concentration of glutamate alters the 
spontaneous activity in the perinatal neocortex (Allene et al., 2008). Importantly, we have shown 
that glutamate transporters partial inhibition is sufficient to allow the transmitter diffusion in the 
hippocampal slice activating extrasynaptic NMDA receptors contributing to the generation of Slow 
Network Oscillations (SNOs) (Cattani et al., 2007). 
Here we used functional multineuron calcium imaging together field potential recordings to 
further investigate the pathological state where high ambient glutamate is present due to the 
dysfunction of glutamate transporters where SNOs are generated. We focused our work in 
hippocampal (CA1 region) slices from neonatal rats at the first week of life (P1-P7). We could 
analyze the spatiotemporal dynamics of SNOs recording with single cell resolution the network 
activation. We show that SNOs have very slow calcium kinetics appearing as a calcium wave that 
invades the entire recorded slice region and activates massively a large population of cells. These 
slow calcium waves are associated to a large increase of multiunit activity recorded by field 
potential electrode placed at the CA1 pyramidal layer. Interestingly, the SNOs calcium waves are 
randomly generated, however once the episode is initiated, the wave travels unidirectionally and 
apparently activates, a specific group of cells located in the pyramidal layer before and during the 
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maximal peak of network activation. This network activation is neither significantly affect by 
GABAA receptors antagonist (Bicuculline 20 µM) nor by gap-junctions blocker (Mefloquine 25 
µM), but are completely suppressed by NMDA receptors antagonist (APV 80 µM) and TTX (1 
µM). We also found similar results in immature neocortical (somatosensory cortex) slices indicating 
glutamate diffusion and consequently the installation of SNOs are the same as observed in the 
hippocampus.  
Together, we show in this work how neuronal network is activated when high 
concentrations of glutamate are extracellularly present diffusing and recruiting a large population of 
cells. Visualizing the propagation mechanisms of SNOs we could better understand how neuronal 
network is activated during pathological conditions where glutamate is excessively present in 




 Using whole-cell and field potential recordings we have characterized a pathological brain 
activity induced by partial inhibition of glutamate transporters observed in immature cortical 
structures of neonatal rats. We called this activity as the Slow Network Oscillations (SNOs; 
Demarque et al., 2004; Cattani et al., 2007) according to their slow depolarization rise and decay 
time pattern showed by whole cell recordings. Using field potential recordings placed at the 
pyramidal layer of CA1 hippocampal region we could observed SNOs representing strong bursts of 
multiunit activity occurring in recurrent manner. SNOs have a very powerful effect activating all 
neurons (pyramidal and interneurons) compromising the entire network. Thus we add a 
supplemental tool to better characterize this type of activity using multibeam two-photon 
microscopy. With this approach we wonder to visualize, in terms of calcium imaging, the cellular 
basis and the spatiotemporal dynamics of SNOs network activation. 
Combining the two photon calcium imaging with electrophysiological recordings we 
visualized SNOs as recurrent calcium waves that invade the whole tissue and co-activate massively 
a large population of cells in both immature structures. The SNOs calcium waves differ to others 
spontaneous rhythmic activities such as the Giant Depolarizing Potentials (GDPs) regarding their 
spatiotemporal dynamics and pharmacological properties. Finally we demonstrate that SNOs 
calcium waves have a very slow propagation throughout the tissue without preferential sites of 
origin co-activating one specific group of pyramidal cells before and during the maximal peak of 
calcium events. 
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Results 
We performed in vitro experiments both in the CA1 hippocampal region and somatosensory 
cortex from neonatal rats during the first week of life (P1-P7). Throughout the experiments we 
monitored spontaneous network events and SNOs calcium waves using simultaneous field potential 
recordings together with calcium imaging. DL-TBOA (50-100 µM) was applied in the perfusion of 
immature slices (450 µm thickness). In these conditions we observed the already described early 
pattern of slow network oscillations (SNOs) (Cattani et al., 2007; Demarque et al., 2004) and could 
analyze its specific dynamics. 
Using multibeam two-photon excitation in the rodent CA1 hippocampal coronal slices (P1-
P7) loaded with the calcium indicator Fura2-AM, we recorded spontaneous activity in the form of 
giant depolarizing potentials (GDPs) (14 of 18 slices, 147 cells per movie on average; 4000 frames 
per movie; 100-170 ms per frame) (Figure 30D and 30E). GDPs are synchronous events within the 
entire hippocampus and are generated by depolarizing and excitatory GABA actions (acting on 
GABAA receptors) characterizing postnatal development states (Ben-Ari et al., 1989; Cherubini et 
al., 1991b; Wu et al., 1992; Serafini et al., 1995; Owens et al., 1996; Chen et al., 1996; Rohrbough 
and Spitzer, 1996; Menendez de la et al., 1998). Two photon movies were analysed using custom 
software to measure fluorescence changes in each cell and the onset and offset of individual 
calcium events were detected. The GDPs consisted of recurrent synchronous calcium oscillations 
occurring on average at 0.1 Hz (0.14 ± 0.01 Hz) and involving a subpopulation of neurons (38 ± 3% 
neurons involved on average, n = 14 slices) (Figure 31). GDPs were mostly confined at the CA1 
pyramidal layer and always associated to fast calcium events occurring simultaneously within one 
movie frame (i.e., < 170 ms) with duration of 2 ± 1.5 seconds (according to the calcium detection 
where onset was determined at the sharp fluorescence decrease and offset was the completely return 
to the baseline) . In 10 of 18 experiments extracellular recordings were performed placed 30 to 50 
µm deep in CA1 pyramidal layer touching the soma of the cells and GDPs were recognized by 
increased multiunit activity occurring synchronous to the fast calcium events (Figure 30D). After 
identification of control activity, TBOA was applied in the perfusion generating slow network 
oscillations (SNOs) (Cattani et al., 2007) (41 of 46 slices; using 20X objective; 178 cells per movie 
on average). SNOs calcium waves were characterized by recurrent slow calcium waves invading the 
entire network with particular spatiotemporal dynamics comparing to others spontaneous events 
already described i.e. GDPs and ENOs; for details see (Garaschuk et al., 1998; Allene et al., 2008). 
The SNOs calcium waves observed by calcium imaging had very slow kinetics (Figure 30A on the 
right): rise time (fluorescence signal decrease) of 25 ± 2.5 seconds and decay time (fluorescence 
signal return to the baseline) of 15 ± 2 seconds both on average.  
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Figure 30: Comparison between Giant Depolarizing Potentials (on the left) and TBOA Calcium 
Waves (on the right). 
A: Fluorescent image of coronal hippocampal CA1 region of postnatal day (P5) rat loaded with 
calcium indicator Fura2-AM. Note stratum pyramidale (SP) dividing stratum radiatum (SR) on the 
top and stratum oriens (SO) on the bottom (Scale bar 100 µm). On the right, enlarged time scale of 
GDPs comparing to the SNOs. Note the slow kinetics of SNOs calcium wave signal. Scale shows 
fractional change in fluorescence over baseline (Delta F/F). 
B: Raster plot on the activity of each detected cell. Each row represents a single cell and each 
horizontal line the duration of the detected calcium transients during a 10 minutes calcium movie. 
C: Histogram shows the fraction of imaged cells detected as being active for each movie frame. 
Each peak of histogram represents one GDP (left) and one TBOA Calcium Oscillation (right). 
D: Simultaneously field potential recordings during the entire calcium movie. 
E: Representative fluorescence traces of GDPs and TBOA Calcium Oscillation. Calcium imaging 
dynamic of GDPs (left) shows faster and more synchronized events comparing to TBOA Calcium 
wave (right). Scale depicts fractional change in fluorescence over baseline (Delta F/F) and 
amplitude of field potential recordings (µV) in function of time (seconds).  
 
 
Moreover, SNOs calcium waves have slow frequency (0.5 episode per minute on average), a 
very long duration (35 ± 10 seconds; calcium event onset detection as the decrease of fluorescence 
and offset detection as the return of calcium signal to the baseline), high amplitude (70 ± 10% 
DF/F), and they co-activate a large population of cells (53 ± 4% on average, n = 41 slices; each 
movie of 4000 frames has around 4-6 SNOs calcium waves) at the maximal peak of episodes 







Figure 31: Comparison between GDPs and SNOs Calcium Waves 
Left graph shows the number of cells active during maximal peak of calcium events (n = 12 slices). 
Note that SNOs calcium waves activated more cells at the maximal peak than GDPs. Graph on the 
right represents the number of events observed per minutes on average (n = 14 for GDPs and n = 
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These slow calcium waves are associated to a large increase of multiunit activity recorded 
by field potential electrode (Figure 30D). Then we evaluated, in terms of calcium signalling, SNOs 
calcium waves pharmacological properties. We observed that these calcium events do not depend 
on GABAergic synaptic transmission since their occurrence was not significantly affected by 
GABAA receptors antagonist (Bicuculline at 20 µM; SNOs calcium waves frequency 0.4 ± 0.07 per 
minute and 0.28 ± 0.04 per minute in control and in bicuculline, respectively; n = 8; p = 0.14 paired 
t test; and co-active cells at maximum activation peak was 42.6 ± 4.3% and 38.8 ± 4.2% in control 
and in bicuculline, respectively; n = 8; p = 0.47 paired t test). SNOs calcium waves were fully 
blocked by APV either in the presence (n = 2) or the absence (n = 4) of bicuculline. In order to 
determine if gap-junctions play a role in the generation of SNOs calcium wave, we used specific 
gap-junctions blocker Mefloquine (25 µM) (Cruikshank et al., 2004) which has been shown to 
block some form of immature activity (SPA) in the developing CA1 region of the hippocampus 
(Crepel et al., 2007). We observed in three experiments which mefloquine was bath applied that it 
did not significantly affect SNOs calcium waves parameters. Thus SNOs calcium waves frequency 
was 0.47 ± 0.02 per minute and 0.42 ± 0.045 per minute in control and in mefloquine, respectively; 
n = 3; and co-active cells at maximum activation peak was 34.5 ± 20% and 20 ± 13% in control and 
in mefloquine, respectively. To confirm that gap-junctions are not involved in our SNOs calcium 
waves we also test another gap-junction blocker Carbenoxolone (100 µM), however this agent in 
control, in the absence of TBOA fully blocked all the spontaneous activity (n = 3). This blockade 
which is mostly likely due to some side effects, particularly reduction of calcium current and 
increase spike threshold (Rouach et al., 2003) make this drug not useful for our calcium imaging 
experiments. In addition SNOs calcium waves were totally blocked by TTX in hippocampal slices 
(data not shown).  
Importantly, SNOs calcium waves differ largely from GDPs by the following observations: 
(1) SNOs calcium waves have different kinetics, spatiotemporal dynamics, and occurrence or 
duration rates. (2) SNOs calcium waves are non synchronized calcium events spreading through the 
entire hippocampal slice. (3) SNOs calcium waves co-activate a large number of cells (in all 
hippocampal subfields) where cells remain active during longer period of time (Figure 32) 
comparing to GDPs where calcium events are tightly synchronized and cells recruitment is mostly 
confined to the pyramidal layer (see general discussion). (4) SNOs calcium waves are mostly 
glutamatergic driven events without significant GABAergic contribution whereas GABA plays a 
critical role in the generation of GDPs (for review see Garaschuk et al., 1998; Allene et al., 2008). 
 
 








Figure 32: SNOs Calcium Waves co-activate a large number of cells. 
CA1 hippocampal slice from a postnatal day 5 (P5) under bath application of TBOA (100 µM).  
Contour plots representing the large co-activation cells involved by SNOs calcium waves. Analyses 
were performed with MATLAB and the detection was made by the duration (onset and offset) of 
active cells during one SNOs calcium waves Activated cells are depicted in violet. Each cartoon 
represents 10 frames (1 frame takes 0.166 seconds). Note that cells remain co-active during almost 
9 seconds (cartoon 5 to 9). Scale bar shown in cartoon 20 (on the top) equals 100 µm. 
 
Taking these differences into account we further investigate the spatiotemporal dynamics of 
SNOs calcium waves in order to better characterize their properties during neuronal network 
activation. Using low magnification (10X objective) we were able to record, with single cell 
resolution, more than one thousand cells per slice (n = 10), thus visualizing the spread of SNOs 
calcium waves activating the entire network at large scale. First we analysed separately SNOs 
calcium waves by detecting the onset of cells throughout the propagation within several frames to 
demonstrate their slow dynamics (Figure 33). The onset peaks of the cells implicated during SNOs 
calcium waves were detected (including more neurons than expected by chance; see material and 
1 2 3 4 5 
6 7 8 9 10 
11 12 13 14 15 
16 17 18 19 20 
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methods annex II and III) and several frames (80-125 frames on average) of the calcium movies 
were analysed in groups of 5 or 10 starting from the beginning of SNOs calcium waves activation. 
The beginning of the episodes was assumed by the first frame with activity higher than 15 ± 2%. In 
this condition we observed that SNOs calcium waves propagate with a very slow velocity estimated 
at 60 ± 20 µm per second on average (n = 10; Figure 33). Then we performed the same type of 
analysis including the offset (calcium trace returns to the baseline) of episodes to investigate the 
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Figure 33: SNOs Calcium waves spread slowly in the entire hippocampal slices and in different 
directions. 
A: CA1 hippocampal slice from a postnatal day 5 (P5) under bath application of TBOA (100 µM).  
Contour plots representing the spread of SNOs calcium waves (from down right corner towards the 
up left corner). Analyses were performed with MATLAB and the detection was made by the onset of 
active cells during the first SNOs calcium wave. Activated cells are depicted in violet. Each cartoon 
represents 10 frames (1 frame takes 0.166 seconds). The maximal neuronal activation takes around 
8 seconds (cartoon 5). Note that after episode the absence of active cells representing refractory 
period.  
B: Second SNOs calcium wave observed in the same slice showing opposite direction of 
propagation (from the up left corner towards down right corner). Both waves have their velocity of 
propagation estimated around 70 microns/seconds. Scale bar 100 µm. 
 
We observed a large co-activation of cells (80 ± 5% on average) during the SNOs calcium 
waves involving a large group of neurons presented in the recorded area. Then we performed mini 
slices (by manual blade cut; Llabò special swiss blade; n = 4 slices; Figure 34) where CA1 
hippocampal region (strata pyramidale and radiatum) was isolated from the rest of others subfields 
(Dentate Gyrus and CA3) to investigate if SNOs calcium waves are mostly generated in the CA3 
hippocampal region known as the main generator of rhythmic activities. In this condition, we 
observed that SNOs calcium waves are still being independently generated in a recurrent manner 
independently of intact hippocampal circuitry.  
FIGURE 34 
1 2 3 4 
5 6 7 8 
9 10 11 12 
B 





Figure 34: Hippocampal mini slices increases the probability of regions of interest (ROI) 
Mini slice was made from a postnatal day 5 rat loaded with the calcium indicator Fura2-AM and 
visualized with low magnification (10X objective). Note that slice is composed only by small area 
containing exclusively the strata radiatum and pyramidale. 
It was possible to estimate the velocity of SNOs calcium waves detecting when cells are activated 
during episodes. Distance measurements were taken between (Slice size 886 X 670 µm2) green 
circles 1 (origin of SNOs calcium wave), 2 (halfway of SNOs calcium wave) and 3 (end of SNOs 
calcium wave). Calcium traces (on the right) display SNOs calcium wave and onset of cells 
activation at different areas (1, 2 and 3) happened at different periods of time (Red line shows when 
episode started). The SNOs calcium wave took 89 frames (12 seconds; one frame equals 139 ms) 
from the beginning (area 1) to the end (area 3). Estimated velocity was in a very slow range of 
around 70 µm per seconds. White arrow indicates the border of pyramidal layer with stratum 
oriens and halfway of one SNOs calcium wave.  Scale bar 100 µm. 
 
 The SNOs calcium wave’s dynamics were then compared and quantified using cluster 
analysis (see Material and Methods). We compared SNOs calcium waves between themselves and 
we found that they are not generated in one specific hippocampal region spreading in all possible 
directions. However, once the episode was generated, the activation of cells appear as an organized 
wave in form of cascade from one side of the visualized slice region towards the opposite side 
(from the right to the left and vice versa; see figure 33). In fact, the SNOs calcium waves were 
adopted of a unidirectional waveform activating more and more cells over the entire network 
similar to an avalanche effect. In addition, SNOs calcium waves have similar dynamics regarding 
neuronal recruitment activating progressively a particular group of cells located at the pyramidal 


















Figure 35: SNOs Calcium Waves co-activate same cells before and after maximal activation 
peak. 
A: Contour plots of 20X magnification experiment showing average of activated cells (∆F/F; white 
contours) 80 frames before maximal peak of SNOs calcium waves (on the left). And on the right, 
average of activated cells at the maximal activation peak of SNOs calcium waves. (1 frame takes 
0.139 ms; scale bars 100 µm; the gray scale depicts ∆F/F when cells are active: black = not active 
cells and white = active cells implicated in the analysis) 
B: Contour plots of 10X magnification experiment representing the same as in A 
 
Unfortunately, due to the very slow kinetics of SNOs calcium waves and consequently not 
precise onset detection (not enough sharpness of fluorescence decrease activation signal), the last 
observation is not totally conclusive and should be handled very carefully (see general discussion).  
To finalize we performed the same type of experiments in the neocortex (somatosensory 
cortex coronal slices) where the pharmacology, propagation velocity, spread characteristics and 
neuronal network recruitment of SNOs calcium waves were very similar comparing to the 
hippocampus (Figure 36).    
In conclusion, using two photon calcium imaging we demonstrate peculiar characteristics 
regarding neuronal network activation when glutamate transporters are not fully functional showing 
that SNOs calcium waves have no preferential sites of origin in the hippocampus not depending of 
intact hippocampal circuitry as shown by mini slices experiments. They propagate very slowly 
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there, they spread with unidirectional neuronal activation sequence invading the entire recorded 








Figure 36: TBOA Calcium Oscillation propagates in the neocortex as in the hippocampus. 
A: Fluorescent image of somatosensory cortex layer 2/3 from a postnatal day 4 (P4) rat loaded 
with calcium indicator Fura2-AM. Pharmacological experiments show similar profiles between 
hippocampal and neocortical slices. Cortical GDPs were rarely observed as control activity 
(Rheims et al., 2008). On the right, histogram shows the fraction of imaged cells detected as being 
active for each movie frame. Each peak of histogram represents one TBOA Calcium Wave (on the 
top) and Fluorescence traces of TBOA Calcium Waves. Scale depicts fractional change in 
fluorescence over baseline (Delta F/F) in function of time (seconds). Scale bar 100 µm. 
A * 
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B: Contour plots representing the spread of one SNOs calcium wave (shown by asterisk). Analyses 
were performed with MATLAB and the detection was made by the onset of active cells during one 
SNOs calcium waves Activated cells are depicted in blue. Each cartoon represents 5 frames (1 
frame takes 0.166 seconds). Propagation speed estimated around 80 microns/seconds). Scale bar 
100 µm. 
 
Material and Methods  
 
Slice preparation and calcium imaging 
 
Coronal slices of somatosensory cortex and hippocampus (450 µm thick) were prepared from 
postnatal day 1 to postnatal day 7 (P1 to P7) Wistar rats using a Microm tissue slicer (International) 
in ice-cold oxygenated modified artificial CSF (mACSF: 0.5 mM CaCl2 and 7 mM MgSO4; NaCl 
replaced by an equimolar concentration of choline). Slices were then transferred for rest (_1 h) in 
oxygenated normal ACSF containing (in mM): 126 NaCl, 3.5 KCl, 1.2 NaH2PO4, 26 NaHCO3, 1.3 
MgCl2, 2.0 CaCl2, and 10 D-glucose, pH 7.4. For AM-loading, slices were incubated in a small 
chamber containing 2 ml of oxygenated ACSF with 25µl of a 1 mM fura-2 AM solution (Molecular 
Probes; in 100% DMSO) for 20–30 min. Slices were incubated in the dark, and the incubation 
solution was maintained at 35°–37°C. The fraction of labeled cells was constant for all age groups 
included in the study. Slices were perfused at a rate of 3 ml/min with continuously aerated (95% 
O2/5% CO2) normal ACSF at 35–37°C. Imaging was performed with a multibeam two-photon 
laser scanning system (Trimscope-LaVision Biotec) coupled to an Olympus microscope as 
previously described (Crepel et al., 2007). Images were acquired through a CCD camera (La Vision 
Imager 3QE), which typically resulted in a time resolution of around 100 ms (2 X 2 or 4 X 4 
binning, pixel size: 645 nm). Slices were imaged using a low magnification, high-numerical-
aperture objective (10X or 20X, NA 0.95, Olympus). The size of the imaged field was typically 886 
X 670 µm2 and 443 X 335 µm2 for 10X and 20X objectives respectively. Imaging depth was on 




As previously described (Crepel et al., 2007), analysis of the calcium activity was performed with 
custom-made software written in Matlab (MathWorks). This program aimed at the automatic 
identification of loaded cells and at measuring their fluorescence as a function of time. The calcium 
signal of each cell was the average fluorescence within the contour of that cell, measured as a 
function of time. The entire procedure could be performed on-line sufficiently quickly to identify 
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cells for targeted patch-clamp recordings. Similarity between cell patterns was measured using the 
K-Means clustering function from Matlab statistics toolbox. We assigned a binary format to the 
data (1: cells activated/ 0: cells not activated) and we used the hamming distance to identify 
clusters. A characteristic pattern was identified for a cluster with an average cosine distance greater 
than 0,2. Unlike hamming distances which assign equivalent weight to activated and not-activated 
cells, the cosine distance measures only the similarity between patterns of activated cells (to which 
we assigned value 1). Signal-processing algorithms of MiniAnalysis software (Synaptosoft) were 
used to detect the onsets and offsets (time of half-amplitude decay) of calcium signals within the 
traces of individual cells. Active cells are neurons exhibiting at least one calcium event within the 
period of recording. Kinetics analysis of individual calcium events was performed using the 
MiniAnalysis program. Single and averaged events were fully characterized: rise times (10–90%), 
amplitudes, and decay time constants were calculated (single exponential fit). To quantify 
synchronous activity patterns (i.e., GDPs and TBOA Calcium Waves), we used four parameters: 
frequency, incidence, amplitude, and duration of synchronicity. The frequency of a network pattern 
was the averaged time interval between two peaks of synchronous activity. The incidence was the 
fraction of slices in which it could be recorded at least once. The amplitude of a network pattern in a 
given movie was the average of the maximum of cells coactive in each peak of synchrony across 
the movie. To identify peaks of synchronous activity that included more cells than expected by 
chance, we used interval reshuffling (randomly reordering of intervals between events for each cell) 
to create a set of surrogate event sequences. Reshuffling was performed 1000 times for each movie, 
and a surrogate histogram was constructed for each reshuffling. The threshold corresponding to a 
significance level of p < 0.05 was estimated as the number of coactive cells exceeded in a single 
frame in only 5% of these histograms. This threshold was used to calculate the duration of a 
synchronous activity pattern that is the number of successive frames for which the number of 
coactive cells was superior to threshold. Experimental values are given as means SEMs. Student’s t 




Field potential recordings and synchronization between optical and electrical signals was achieved 
by feeding simultaneously the Labmaster interface card with the trigger signals for each movie 
frame and the electrophysiological recordings. For more details see material and methods in the 
original articles Cattani et al., 2007 and Allene et al., 2008. 
 




Antagonists for GABAA and ionotropic glutamate receptors mentioned in this manuscript are 
bicuculline (10 µM) and D-APV (80 µM). Other drugs used to block gap junctions were 
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RESULT IV: Glutamatergic Tonic Current Increases Immature Brain Excitability and play 
an Important Role in the Genesis of Slow Network Oscillations  
Abstract 
Glutamatergic synaptic transmission provides excitation for neuronal networks. Once 
glutamate is release at the synaptic cleft it will act on ionotropic and/or metabotropic glutamate 
receptors transmitting the fast excitatory information crucial for the maturation of the brain. 
However after its action, glutamate should be immediately removed from the extracellular space 
back into neurons or glial cells to avoid glutamate excitotoxicity, receptor desensitization and 
neuronal coactivation (Danbolt, 2001; Arnth-Jensen et al., 2002). Glutamate transporters represent 
the most efficient system to remove glutamate from the extracellular space. During brain 
development glutamate transporters exert their functions avoiding neuronal hyper activation and 
seizures (Rothstein et al., 1996; Takahashi et al., 1997; Tanaka et al., 1997b; Demarque et al., 2004; 
Milh et al., 2007; Cattani et al., 2007). Moreover controlling glutamate extracellularly ensures a 
high signal-to-noise ratio for the glutamatergic synaptic transmission. It has been suggested that 
under basal conditions, glial cells contribute to extracellular glutamate concentration by the constant 
release of the transmitter. This situation produces a glutamatergic tonic current that enhances the 
neuronal network excitability (Jabaudon et al., 1999; Demarque et al., 2002; Le et al., 2007). We 
noted that Slow Network Oscillations (SNOs) are installed over a glutamatergic tonic current (see 
original article Cattani et al., 2007) generated by glutamate transporters blockade suggesting that 
this current could promotes one specific neuronal hyperexcitability initial state facilitating the 
occurrence of pathological activities and the underlined SNOs. This tonic current is not sensible to 
TTX (1 µM) suggesting its non vesicular transmitter contribution and is completely abolished by 
NMDA receptors antagonist (APV 80 µM) showing NMDA receptors involvement.  
 Hence we ask if the genesis of SNOs could rely on this sustained elevation of ambient 
glutamate concentration induced by transporters blockade. Using whole cell patch clamp and field 
potential recordings from immature hippocampal and neocortical rat slices (P1-P7), we show that 
high concentrations of ambient glutamate play an important role in the generation of SNOs once 
bath application of glutamate scavenger (Glutamate Pyruvate Transaminase), capable to degrade 
glutamate in the extracellular space, strongly reduced the frequency of the episodes.  
In addition a recent work shows that the glutamatergic tonic current observed early in life is 
preferentially generated by the activation of NMDA receptors containing the NR2C/D subunits (Le 
et al., 2007). Therefore we investigate if SNOs are also preferentially generated by specific NMDA 
receptors subunits activation when the transporters blockade increases the amounts of glutamate 
extracellularly. We analyse this at network levels both in the hippocampus and neocortex, using 
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field potential recordings and we observed that specific blockade of NMDA receptors subunits, in 
particular those receptors containing NR2C/D, reduced the frequency of SNOs in both recorded 
structures. However, as the SNOs are not totally suppressed neither by the glutamate scavenger nor 
by PPDA (NMDA receptor subunit NR2C/D blocker at 200 nM), this indicates that perhaps other 
mechanisms are implicated in the genesis of SNOs. 
It has been shown that inhibition of glutamate transporters can also activate metabotropic 
glutamate receptors (Parra et al., 1998) and modulate excitatory synaptic transmission (Brasnjo and 
Otis, 2001; Huang et al., 2004; Marcaggi and Attwell, 2004; Otis et al., 2004; Drew et al., 2008). 
Hence we investigate the role of mGluRs in the generation of SNOs. In fact mGluRs are affected by 
high ambient glutamate concentrations after transporters blocked but this mechanism is not very 
well understood. We further investigate how they could be implicated in the generation of SNOs 
and we found that a specific potassium current (IM) are indirectly affected via mGluRs activation. 
We used perforated gramicidin D patch clamp recordings in order to avoid intracellular contents 
dialysis, and blocking all the synaptic transmission and sodium current, we performed depolarizing 
and hyperpolarizing steps. We observed that once glutamate transporters are partially inhibited, this 
potassium current is affected suggesting an important role of potassium channels in the generation 
of SNOs.  
Together we proposed that these immature conductances could be essential during 
development avoiding neuronal network hyperexcitability being a possible target for future 




Tonic activation of glutamate receptors after transporters blockade in neonatal brain slices 
 
Previously experiments investigated in details the mechanisms concerning the expression of 
recurrent paroxysmal activity observed when glutamate transporter are blocked in cortical structures 
of neonatal rats that we called Slow Network Oscillations (SNOs): (1) SNOs are network events 
mediated by synaptic release of transmitters. (2) SNOs are mostly mediated by NMDA receptors 
activation however with some GABAergic contribution for their expression (see general 
discussion). (3) Extrasynaptic NMDA receptors activation though glutamate spillover strongly 
contribute to their expression. (4) SNOs have particular calcium dynamics with very slow 
propagation throughout the tissue co-activating progressively the entire neuronal (5) SNOs are 
expressed with similar characteristics in both immature hippocampus and neocortex slices. 
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Taking these SNOs expression characteristics into account we gave continuation with our 
experiments with a new aim. We wanted to investigate the mechanisms involving the blockade of 
glutamate transporters responsible to trigger this pathological immature brain pattern. Why SNOs 
are generated and which mechanism(s) leads to their genesis?  
Patch-clamp recordings (in voltage-clamp mode at + 40 mV in caesium gluconate) of 
immature neurons both in the hippocampus and neocortex have shown that inhibition of glutamate 
transporters generates a tonic current mediated by NMDA receptors activation (Figure 38A; black 
arrow and Cattani et al., 2007). This tonic current is due to the non vesicular release of glutamate 
that probably leaks from the glia cells (for details see Jabaudon et al., 1999, Demarque et al., 2002 
and Le Meur et al., 2007). This glutamatergic tonic current precedes SNOs and may represent an 
initially effect of glutamate transporters blockade. Thus we hypothesized that the genesis of SNOs 
could rely on this sustained elevation of ambient glutamate concentration.  
To test this hypothesis, we tried a different approach using one enzyme able to degrade 
glutamate extracellularly called glutamate pyruvate transaminase (GPT). This enzymatic glutamate 
scavenger enhances extracellular glutamate clearance without interfering with glutamate release 
(Min et al., 1998). GPT (5-10 U/ml) together with pyruvate (2 mM) catalyzes the conversion of 
glutamate and pyruvate to α-ketoglutarate and alanine reducing the activeness of glutamate in the 
neuronal tissue. First we test the specificity of the glutamate scavenger for glutamate, where 
voltage-clamp (at +40 mV) whole cell recordings of CA1 pyramidal cells were performed. 
Blocking GABAA receptors (Gabazine at 3 µM) and isolating glutamatergic synaptic transmission, 
we placed two puff pipettes onto the recorded cell (25-50 µm close to the soma approximatively), 
one containing glutamate (10 mM) and the other containing same amount of glutamate plus GPT 
and pyruvate (GPT-Py) (Figure 37A).  
Then we alternated every one minute puffs from both pipettes (1 to 2 psi for at least one 
second) and we observed that the glutamate evoked current was significantly reduced when GPT-Py 
was present in the puff pipette showing that glutamate was less efficient when together with the 
enzyme. Then we wanted to certify that GPT-Py does not affect neither the glutamatergic synaptic 
transmission nor the NMDA receptors mediated current. To this aim, we alternated every one 
minute NMDA puff and electrical stimulation of the stratum radiatum and recorded CA1 pyramidal 
cells. This procedure was performed during at least 10 minutes for control and then repeated when 
GPT-Py was applied in the bath perfusion always in the presence of gabazine (Figure 37B). In this 
condition we observed that neither the current produced by puffed NMDA nor the amplitude of 
excitatory postsynaptic currents (EPSCs) evoked by stimulation were significantly changed after 
GPT-Py bath application. Together this results showed that GPT indeed decreased the amplitude of 
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glutamate current by catabolyzing glutamate (n = 12) but does not affect neither NMDA-mediated 
current (n = 13) nor the amplitude of the evoked NMDA excitatory postsynaptic currents (n = 13), 
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Figure 37: Glutamate Scavenger reduced glutamate currents without undesirable effects on the 
NMDA synaptic transmission 
A: Whole cell recordings at voltage clamp (+40 mV) performed in the CA1 pyramidal cells of a 
postnatal day 5 (P5) rat (Schaffer collateral was cut to isolate CA1). Under gabazine (XX µM), two 
puff pipettes were placed onto the patched cell one containing glutamate (10 mM; open circles) and 
the other containing glutamate (10mM) and GPT-Py (black filled circles). Note the reduction of 
glutamate evoked current when GPT-Py was present in the puff pipette. The position of pipettes was 
changed in order to avoid mechano-pressure artifacts.  
B: NMDA (30 µM) was puffed onto the cell (open circles) and GPT-Py was applied in the bath 
perfusion. Local stimulation was done at stratum radiatum (black arrow). Note that neither the 
current produced by puffed NMDA nor the amplitude of stimulation were significantly change after 
GPT-Py bath application 
C: Average of the currents produced by glutamate (on the left) and NMDA (on the right) puffed 
onto the cell showing the efficacy of GPT-Py in on glutamate and not on NMDA currents. In the 
middle graph no significantly difference of EPSCs amplitude under stimulation before and after 




Afterwards we test the action of GPT-Py on SNOs to investigate if decreasing the 
concentration of glutamate in the extracellular space could somehow affect the genesis of the 
events. First we test the action of GPT-Py in the presence of GABAA receptors antagonist 
(Gabazine 3 µM) to isolate the NMDA mediated component of SNOs and CA1 pyramidal cells 
were recorded in voltage clamp mode at +40mV. Field potential recording electrode was placed at 
the pyramidal layer close to the target cell and multiunit activities (MUA) were recorded. We 
observed that bath application of GPT-Py strongly reduced the frequency of SNOs and outward 
current in the whole cell recording together with frequency reduction of MUA observed by field 
potential recordings. The action of GPT-Py was reversible since after washout (15 minutes) of the 
drug and further reapplication of TBOA, SNOs were reinstalled with similar frequency than in 
control SNOs (n = 3) and completely suppressed by further bath application of NMDA receptors 
antagonists (APV at 80 µM) (Figure 38A). Then, we test GPT-Py in the absence of Gabazine in 
voltage-clamp mode at -60mV and we observed that GPT-Py also strongly reduced, in a reversible 
manner (after GPT-Py washout), the frequency of SNOs (n = 3; Figure 38B).  
When experiments were analysed and results were pulled together, GPT-Py reduced the 
frequency of SNOs by around 64 ± 2%. However, the duration, amplitude and frequency of 
postsynaptic events (PSCs measured in the absence of gabazine) of remaining SNOs during GPT-
Py bath application are not significantly affected by the glutamate scavenger (Figure 38C). 
 
 





Figure 38: Glutamate Scavenger strongly reduces the frequency of SNOs 
A: Voltage-Clamp recordings at +40 mV under gabazine (3 µM) from a CA1 pyramidal cell from a 
postnatal day 4 (P4). Whole cell (bottom trace) and field potential recordings (top trace) show the 
effects of GPT-Py. Note that the glutamate scavenger strongly reduced SNOs whose where further 
blocked by NMDA receptors antagonist (APV). Note also the reduction of tonic current (black 
arrow) after GPT-Py application below whole cell recording trace. 
B: Voltage-Clamp recordings at -60 mV in the absence of GABAA receptors antagonist (gabazine 3 
µM). GPT-Py reduced the frequency of SNOs but do not change neither the duration nor the 
frequency of synaptic events during the episode. 
C: Average of experiments show significant effects of GPT-Py reducing the frequency of SNOs (p = 
0.004 and p = 0.003 comparing to control SNOs, respectively). The red columns represent the 
SNOs during TBOA application only (Control 1; Ctl1), green columns represent the remaining 
SNOs during GPT-Py application and blue columns show the washout GPT-Py and reapplication of 
TBOA only (Control 2; Ctl2). Note that neither the frequency of synaptic events nor the duration or 
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In conclusion, GPT-Py effectively decreased the amount of glutamate extracellularly and 
consequently reduces the possibility of the neuronal network to generate SNOs; however it does not 
change the main properties of SNOs when they still remain. Thus, the elevation of ambient 
glutamate during glutamate transporters inhibition is necessary for the generation of SNOs.  
A recent study have provide evidence that the tonic current (measured at least in the absence 
of TBOA) is preferentially generated by the activation of NMDA receptors containing the NR2C/D 
subunits (Le Meur et al., 2007). We thus asked if these receptors play important role in the 
generation of SNOs i.e. glutamate is sensed preferentially by receptors containing these subunits. 
This will be very interesting since diheteromeric NR1-NR2C/D subunit display low voltage 
sensitivity to the magnesium blockade and high affinity for glutamate than NMDA receptors 
containing NR2A or B subunits whose are well expressed in the developing CA1 hippocampal 
region (Kirson and Yaari, 1996; Kirson et al., 1999). We concentrated our analysis in the multiunit 
activity (MUA) and tested firstly the action of the antagonist PPDA (200 nM) which at this 
concentration display greater selectivity for NR2C/D than for NR2A or NR2B subunits. As shown 
in figure 38A, PPDA significantly reduced the occurrence of multiunit activity bursts (MUA) by 34 
± 5% comparing to control SNOs, but do not change the duration or intraburst MUA frequency of 
remaining SNOs (n = 7;  Figure 39A). In order to determine if this reduction is selective to the 
blockade of NR2C/D subunits, we also tested the effect of either Zinc (200 nM) or Ifenprodil (3 
µM) to selectively block the NR2A or NR2B subunits, respectively. As shown in the figure 3B and 
C, while Zinc has no major effects in the field potential recordings (n = 5; Figure 39B), ifenprodil 
increased significantly the frequency of SNOs (by 50 ± 2% comparing to control SNOs) without 
altering neither the burst duration nor intraburst MUA frequency (n = 5; Figure 39C). This 
unexpected action of ifenprodil could be due to the dual action on NMDA receptors and in  
particularly the fact that depending on the extracellular concentration of glutamate, ifenprodil do not 
block NR2B subunit but in contrast increase the affinity of this subunits for glutamate (if 














Figure 39: NMDA receptors subunits pharmacology 
A1: Field potential recordings placed on the CA1 pyramidal layer of postnatal day 5 (P5) before 
(left trace) and after (right trace) PPDA (200nM) application. Enlarged time scale (below traces) 
shows multiunit activity (MUA). 
A2: Average of experiments showed significant frequency reduction of SNOs by PPDA. Note that 
PPDA does not affect neither the frequency of MUA intraburst nor the duration of the burst during 
remaining SNOs. 
B1: Field potential recordings of a P5 rat before and after Zinc bath application. No significant 
differences were observed (B2). 
C1: Recordings before and after Ifenprodil application. Note that the frequency of SNOs increased 
after the drug application (see general discussion) and no other difference were observed in the 
frequency of MUA intraburst or the duration of the burst during remaining SNOs. 
 
 
We conclude that NMDA receptors and particularly those containing NR2C and D subunits 
play important role in the generation of SNOs. However, the effect on SNOs is not as strong as that 
produced by GPT-Py, suggesting that perhaps other mechanisms, independent to the activation of 
NMDA receptors, could contribute to the generation of SNOs. Particularly we investigate if 
metabotropic glutamate receptors (mGluRs) could also play a role in the generation of the 
paroxystic activity. Indeed it has been shown that inhibition of glutamate transporters potentiates 
the metabotropic response evoked by tetanic stimulation of presynaptic fibers (Brasnjo and Otis 
2001; Marcaggi P and Attwell D., 2004; Huang et al., 2004; Otis et al., 2004). Moreover, recently it 
has been shown that glutamate transporter inhibition reduced evoked IPSCs via the activation of 
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mGluRs (Drew et al., 2008). Therefore one may expect that these receptors are activated by the 
elevation of glutamate in the extracellular space.  
In order to test this hypothesis performing the whole cell and field potential recordings we 
used the non specific group I and II mGluRs blocker called MCPG ((RS)-a-Methyl-4-
carboxyphenylglycine at 500 µM). Bath application of the MCPG significantly reduced the 
frequency of SNOs by 67 ± 3% comparing to control SNOs (n = 6) both in the whole cell and filed 
potential recordings but do not affect the amplitude or duration of the remaining SNOs (Figure 40 
and 41). These effects were similar to those observed by the glutamate scavenger. Thus, suggesting 
that the elevation of ambient glutamate due to transporters inhibition activates mGluRs and plays an 






Figure 40: Glutamate metabotropic receptors are involved in the generation of SNOs 
A1: Voltage clamp recordings at -70 mV of hippocampal CA1 pyramidal cell from a postnatal day 
5 (5) rat slice. Note the regularity of SNOs and further frequency reduction by MCPG bath 
application. After the washout of the drug and reapplication of TBOA, SNOs are reinstalled.  
A2: Analysis of postsynaptic events during the whole recording (A1) showing the MCPG effects on 
the reduction of SNOs. 
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B: Average of experiments (n = 6) showing significant reduction of SNOs frequency. Note that 
postsynaptic currents, duration and amplitude of remaining SNOs were not affect by the bath 







Figure 41: Glutamate metabotropic receptors are involved in the generation of SNOs 
(continuation) 
C1: Field potential recordings of the same experiment showed in figure 40 placed on the CA1 
pyramidal layer close to the patched cell showing bursts of action potential during SNOs. Enlarged 
bursts before (a) and after (b) MCPG bath application. Note similarity between both bursts.   
C2: Analysis of multiunit activity (MUA) during the whole experiment (C1) showing the MCPG 
effects on the reduction of SNOs. 
B: Average of experiments (n = 6) showing no significant changes of SNOs bursts. On the left 
graph, MCPG did not significantly changed the frequency of MUA intraburst and on the right 
graph note no differences in the duration of bursts before (white column) and after (black column) 
MCPG application. 
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Same experiments were also performed in neocortical slices and similar results were 
observed where PPDA and MCPG strongly affected the frequency of SNOs suggesting that 





Figure 42: The NMDA NR2C/D subunits and metabotropic glutamate receptors are involved in 
the generation of neocortical SNOS  
A: Whole cell recording (top trace) in voltage clamp mode at +30 mV of a neocortical pyramidal 
neuron and field potential recording (bottom trace) from a postnatal day 6 (P6) rat slice. Enlarged 
time scale (a, b and c) shows no difference of the remaining SNOs under PPDA application (a) 
comparing to the control 1 SNO (a) and control 2 SNO (c).  
B: Average of experiments (n = 6; p = 0.04) showing significant effects of PPDA on frequency 
reduction of SNOs (left graph). Note that the duration of remaining SNOs are not significantly 
changed (right graph) 
C: Whole cell recording (top trace) in voltage clamp mode at +30 mV of a neocortical pyramidal 
neuron and field potential recording (bottom trace) from a postnatal day 6 (P6) rat slice. Enlarged 
time scale (a, b and c) shows no difference of the remaining SNOs under MCPG application (a) 
comparing to the control 1 SNO (a) and control 2 SNO (c).  
D: Average of experiments (n = 3; p = 0.04) showing significant effects of MCPG on frequency 
reduction of SNOs (left graph). Note that the duration of remaining SNOs are not significantly 
changed (right graph) 
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These data suggest that in addition to the activation of NMDARs, ambient increase in 
glutamate concentration activated mGluRs which play important role in the initiation of paroxysmal 
activities. mGluRs activation has been shown in many structures to modulate several ionic channels 
(K+, Ca2+, non specific cationic channels) through second messengers that will influence the firing 
of neurons (Anwyl, 1999). In order to demonstrate that mGluRs are indeed activated, we analysed 
the discharge of pyramidal neurons during TBOA in the presence of ionotropic glutamate and 
GABAA receptors antagonist (NBQX at 10 µM, APV at 50 µM, Gabazine at 5 µM). In such 
conditions ambient increase of extracellular glutamate concentration may solely activates mGluRs. 
 
TBOA increases cells excitability in the presence of ionotropic glutamate and GABAA receptors 
antagonists 
 
  Pyramidal cells were recorded, in current clamp mode, by the perforated patch technique 
using pipettes filled with KCl and gramicidin for the perforation. Perforated patch recording was 
used for 2 main reasons: (1) to avoid intracellular dialysis of second messengers which mediate the 
effects of mGluRs activation; (2) to prevent any rundown of voltage dependant ionic current that 
occurs during whole cell recordings and this is the particularly case of the potassium IM current 
(Johnson et al., Society for Neuroscience annual meeting 2008; abstract 631.2/D28).  Figures 43 
and 44 illustrate two different examples. The discharge was evoked by applying depolarizing pulses 
of 10 pA increment for 2 seconds. We can observe that bath application of TBOA clearly increases 
the discharge of all depolarizing steps which is often associated (in 5/6 cells) with the disappearance 
of a slow afterhyperpolarization (sAHP) and the appearance of a slow afterdepolarization (sADP) at 
the end of the steps (see arrows in figure 43A and mean values in figure 43D). In one cell, a large 
firing increase was observed under TBOA not associated with sADP occurrence (Figure 44A). 
These effects were reversible since the firing pattern return to the control after the washout of 
TBOA (Figures 43A and 44A). The construction of the input/output curves obtained by plotting the 
numbers of spikes during the 2 seconds pulses versus the steps amplitude shows that TBOA induces 
a leftward shift of the curve indicating a gain of function. In other words, TBOA produces a large 
increase in neuronal excitability (Figures 43B and 43C). This increase of cells excitability is not 
associated with any change regarding the spike properties (threshold, amplitude, overshoot, half 









Figure 43: TBOA increases cell excitability 
A: Perforated patch current-clamp recording of a postnatal day 5 (P5) CA1 pyramidal cell at -69 
mV in the presence of NBQX (10 µM), Gabazine (5µM), D-APV (40 µM). The discharge was 
evoked by incremental depolarizing current pulses of 10 pA for 2 seconds in control (noir), 10 
minutes after the application of TBOA (red) and 15 minutes after the washout of TBOA (green). 
Note that TBOA increases the discharge of the neuron at all steps and abolished the sAHP observed 
at the end of the control pulses which is replaced by a sADP (indicated by arrows). All these effects 
are reversible after the washout of TBOA.  
B: Plot of the number of spikes during the 2 seconds steps versus pulses amplitude (input/output 
curve) of the cell shown in (A). Note that TBOA produced a leftward shift of the curve indicating 
that inhibition of glutamate transporters increases cell excitability.  
C: Input/output curves construct by averaging the discharge of the 6 cells recorded and evoked by 
10 pA to 50 pA depolarising pulses. 
D: Table summarizing the effect of TBOA on different parameters of spike properties and on sAHP 
and sADP evoked by depolarizing pulses. Note that TBOA does not affect the spikes but strongly 











Figure 44: TBOA increases cell excitability 
A: Recording of another P5 pyramidal cell showing the large increase of cell excitability produced 
by TBOA not associated with the generation of a sADP at the end of the pulses.  
B: Discharge of the same cell generated by progressive depolarization 10 minutes after the 
application of TBOA and 15 minutes after the washout of the drug. Both recordings are at the same 
time scale. Note the sustained discharge under TBOA and the low firing rate of the cell after the 
washout of the drug. The net current injected to generate the discharge of the cell was of 21pA and 
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TBOA reduces IM 
 
We next try to determine if the underlying conductance affected by TBOA contribute to this 
large enhancement of cells excitability. Thus, we performed perforated patch in the voltage clamp 
mode. The protocol consisted into apply a series of hyperpolarizing steps of 10 mV increments of 4 
seconds duration from a holding potential of -20 mV and a series of hyperpolarizing and 
depolarizing steps of 10 mV increments for 2 seconds from a holding potential of -70 mV in 






Figure 45: TBOA affects cells conductance  
A: Voltage clamp recording of the same cell illustrated in figure 44 showing the protocol used to 
determine the underlying conductance affected by TBOA responsible for the increase of cell 
excitability. (a) Current responses to hyperpolarizing pulses of 10 mV increment of 4 seconds 
duration are applied from a holding potential of -20 mV.  (b) Current responses to hyperpolarizing 
and depolarizing pulses of 10 mV increment of 2 seconds duration applied from holding potential of    
-70 mV. (c) Current responses to hyperpolarizing pulses of 10 mV amplitude and depolarizing 
pulses of 30 mV each one with 1 second duration from holding potential of -70 mV applied every 
minute in order to follow the time course of TBOA effects. Interruptions on the traces correspond to 
the time when the cell was recorded in current clamp mode.   
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Ba1: On the left, superimposed current traces recorded in control (black), during TBOA (red) and 
after the washout of the drug (green) shown in A(a) at higher magnification. Fast Na+ current 
evoked by repolarization to -20 mV are truncated. On the right, the net change in holding current 
produced by TBOA between -20 mV to -70 mV. Note that TBOA generates an inward current at     -
20 mV that decreases while the holding potential is progressively hyperpolarized.  
Ba2: On the left, TBOA sensitive steps currents obtained by subtracting the currents recorded in 
the presence of TBOA from the average currents recorded in control and after the washout of 
TBOA evoked by 10 mV incremental hyperpolarizing pulses from -20 mV (all the traces are 
smoothed). On the middle, TBOA sensitive step current evoked by a hyperpolarizing pulse from -
20mV to -70 mV shown at enlarged time scale (trace is not smoothed). Note the delay to reach the 
steady state. On the right, quantification of the net amplitude of the TBOA sensitive step current. 
Voltage indicated in the abscissa are membrane potentials reached by the hyperpolarizing pulses. 
Bb: On the left, superimposed traces recorded in control (black), during TBOA (red) and after the 
washout of the drug (green) shown in A(b) at higher magnification. Note that TBOA reduces 
currents amplitude evoked by depolarizing pulses, but not the currents evoked by hyperpolarizing 
pulses. On the right, graph constructed by plotting the amplitude of the currents (measured at the 
end of the pulses just before the repolarization to -70mV) versus the membrane potential. Traces 
shown in insert, represent the TBOA sensitive steps currents obtained by subtracting the currents 
recorded in the presence of TBOA from the average currents recorded in control and after the 
washout of TBOA. 
Bc: Time course of the effect of TBOA on currents evoked by 30 mV depolarizing and 10 mV 
hyperpolarizing steps applied every minute. Representative traces recorded in control, during 
TBOA and after the washout of the drug are shown in the right.  
 
As shown in the figure 45A and 45Ba, under TBOA there is a change in the holding current 
at -20 mV. In fact, TBOA generates an inward current that decreases as far as the membrane 
potential is hyperpolarized (Figure 45Ba1). Such inward current at a depolarizing membrane 
potential, in principle, could be due to: (1) the activation of a non-specific cationic current. 
However this current is unlikely to play any role because such current reverses polarity at 0 mV and 
increases with membrane hyperpolarisation; (2) a blockade of K+ channels. And this could account 
with two K+ channels involvement: First, the K+ leak channel and in such case, the decrease of the 
inward current with hyperpolarisation will be due to a reduction of the driving force for the K+; and 
second, the non inactivating K+ IM current (KV7 channel) which deactivates by hyperpolarisation 
(Brown and Adams, 1980). Another possible conductance candidate could eventually implicate the 
non-inactivating persistent Na+ current (I-Nap), which in our experiments would be potentiated by 
TBOA, and will also deactivate with hyperpolarisation.  
As shown also in the figure 45, TBOA reduces the hyperpolarizing steps currents (Figure 
45Ba2 and 50A). Extraction of the TBOA sensitive step current after subtraction of the steps in 
TBOA from mean steps obtained in control and wash gives some information about current 
properties. The difference which increases with the steps amplitude (see figure 45Ba2 and 50A) 
shows that there is a relaxation of the TBOA sensitive current during the hyperpolarization (an 
example is illustrated in enlarge time scale depicted in figure 45Ba2 by a hyperpolarizing step from 
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-20 mV to -70mV). In addition, the same difference shows also that the current slowly activates 
after the recovery to -20 mV. This indicates that the current deactivates with hyperpolarisation and 
slowly opens with depolarisation suggesting that we are dealing either with IM or I-Nap but not with 
a K+ leak current. This suggestion was confirmed by applying incremental hyperpolarizing steps 
from -70mV (Figure 45Bb). Currents evoked by such steps are mediated by at least a K+ leak 
conductance and also by the activation of the inward rectifier mixed Na+/K+ channels (Ih). As 
shown in the figures 45Bb, 46B and 46C, TBOA failed to affect the evoked currents indicating that 
neither K+ leak current
 
nor Ih are affected by TBOA. In contrast to the hyperpolarizing steps, TBOA 
reduces in a reversible manner, the outward currents evoked by incremental depolarizing steps 
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Figure 46:  The conductance affected by TBOA is insensitive to TTX 
A1: Same experimental protocol as shown in figure 45B applied to another P5 pyramidal cell but in 
the presence of TTX. TBOA still reduces the amplitude of currents evoked by incremental 
depolarizing pulses. TBOA sensitive steps currents are shown in A2.  
B and C: Summary of the effects of TBOA on currents evoked by depolarizing and hyperpolarizing 
pulses from -70 mV in the absence (B) and in the presence (C) of TTX. Histograms in B1 and C1 
represent the mean quantification of TBOA (100 µM) inducing a net change in the holding current 
at different membrane potentials listed in the abscissa. Histograms in B2 and C2 represent the 
mean quantification of the amplitude from TBOA sensitive step currents evoked by depolarizing 
steps (red) and hyperpolarizing steps (grey) from -70mV. The different membrane potentials listed 
in the abscissa are values reached by depolarizing and hyperpolarizing pulses. Note that TBOA 
affects currents only at potentials more positive than -70 mV. Note also the similarity between 
histograms in the absence and in the presence of TTX indicating that I-Nap does not contribute to 
the reduction of the outward current evoked by depolarizing pulses under TBOA. 
 
Subtracting step currents under TBOA from mean steps in control and washout showed no 
currents for hyperpolarizing steps and the presence of slowly activating outward currents for 
depolarizing steps, although currents are contaminated by fast Na+ current responsible of action 
potential generation. 
Again, the reduction of an outward current evoked by depolarizing steps could be due to a 
decrease of IM current or to the generation of an inward current due to a possible potentiation of I-
Nap. In order to discriminate between both conductances we take advantage that the constitutive 
release of glutamate unmasks by TBOA has a non vesicular origin (Jabaudon et al., 1999; 
Demarque et al., 2002), probably arising from glial cells (Le et al., 2007), and therefore is 
insensitive to TTX which blocks both fast activating/inactivating and the slow non inactivating Na+ 
current. As shown in figure 46A and 46C, in the presence of TTX and ionotropic glutamate and 
GABAA receptors antagonists, TBOA still reduces outward currents evoked by depolarizing steps 
applied at -70mV and still generates inward current at depolarizing membrane potential (i.e. at -20 
mV, see next figures). Therefore the TBOA sensitive current is not I-Nap.  
To fully demonstrate that TBOA affects selectively the non inactivating K+ IM current, we perform 
two series of experiments. First we analyzed the voltage dependency of the TBOA sensitive current 
by applying voltage ramps and second we analyzed the action of specific IM blockers i.e. linopirdine 
(10 µM) or XE-991 (10 µM) (Aiken et al., 1995; Lamas et al., 1997). All the experiments were 
performed in the presence of TTX. Figure 47A shows a typical experiment in which slow 
hyperpolarizing ramps from -10 mV to -110 mV for 10 seconds were performed before, at the peak 
of the TBOA induced current and after the washout of TBOA. Subtracting the I/V ramp at the peak 
of TBOA induced current from that generated in control shows that TBOA remove an outward 
current that starts to activate around -60, -70mV (Figures 47B and 47C).  
 





Figure 47: Voltage dependency of the conductance affected by TBOA 
A: Hyperpolarizing and depolarizing voltage ramps from -10 to -110 mV of 10 seconds duration 
and from -110 to -10 mV also of 10 seconds duration performed in a P6 pyramidal cell recorded at  
-10 mV in the presence of NBQX, gabazine, APV and TTX. The ramps were applied before (1), at 
the peak of the inward current (2) produced by TBOA (100 µM) and after the recovery (3).  
B: Relation to the voltage of the current evoked by TBOA (I/V) obtained after subtraction of 
hyperpolarizing ramps (B1) or depolarizing ramps (B2) generated at the peak of the inward 
current from the average of the 2 ramps generated before and after the washout of TBOA.  
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C and D: Mean individual hyperpolarizing (C1) or depolarising ramps (D1) performed in 5 cells  
in control (black) and at the peak of the inward current generated by TBOA (red) and mean I/V (C2 
and D2) obtained after subtraction. Note that I/Vs obtained either by hyperpolarizing or 
depolarizing ramps have similar characteristics showing that TBOA removes an outward current 
that activates at potential more depolarized than -70/-60 mV. 
 
In addition following the hyperpolarizing ramps we also performed slow depolarizing ramps 
from -110 mV to -10 mV for 10 seconds and we obtained the same TBOA sensitive current voltage 
relationship (Figure 47D). We then performed same type of experiments (I/V ramps, incremental 
hyperpolarizing steps from -20 mV and incremental hyperpolarizing and depolarizing steps from -
70 mV) using IM blockers and obtained similar results than with TBOA, although the inward current 
produced at depolarizing membrane potential (-10 or -20 mV) was usually stronger than under 
TBOA (Figures 47C, 48, 49A and 50). Moreover when applied first, IM blockers occlude any 
further effect of TBOA (see figure 49B and 49C).  
FIGURE 48 
 
Figure 48: TBOA and linopirdine 
(IM blocker) induce currents with 
similar I/V relationships. 
A: Similar protocol than described in 
figure 47 and performed in another 
P5 pyramidal cell in which TBOA 
(100 µM) and linopirdine (10 µM) 
were applied in order to compare the 
relation to the voltage of the current 
evoked by the 2 drugs.  
Ba: Individual ramps (on the left, 1 
and 3 have been averaged) and 
relation to the voltage of the current 
evoked by TBOA (right).  
Bb: Individual ramps (on the left, 3 
and 4 have been averaged) and 
relation to the voltage of the current 
evoked by linopirdine (on the right). 
Ramps displayed in the Ba and Bb 
are depolarising ramps (from -110 
mV to -10 mV).  Note that the 2 I/Vs 
have similar characteristics although 
the current generated by linopirdine 
is larger.  
C: On the left,  mean individual 
hyperpolarizing ramps obtained in 
control (black) and at the peak of the 
inward current generated by 
linopirdine (blue) in 4 cells and mean 
I/V obtained after subtraction (on the right). This I/V is strongly reminiscent to that obtained by 
TBOA (Figure 47C). 






Figure 49: Blocking IM occludes further action of TBOA 
Recording from P6 pyramidal cell in the presence of NBQX, gabazine, APV and TTX.   
A1: On the left, superimposed current traces recorded in control (black) and 15 min after the 
application of the IM blocker XE-991 (10 µM) (blue) in response to 10 mV incremental 
hyperpolarizing pulses from -20 mV. On the right, the net change in holding current produced by 
XE-991 between -20 mV and -70 mV.  
A2: XE-991 sensitive steps currents obtained by subtracting the currents recorded in the presence 
of XE-991 from the currents recorded in control. On the right, quantification of the net amplitude of 
the XE-991 sensitive step current. Voltages indicated in the abscissa are membrane potentials 
reached by the hyperpolarizing pulses. Note the strong similarity between the action of the IM 
blocker and TBOA.  
B: Same protocol performed where TBOA was applied in the presence of XE-991. In this condition 
the effect of TBOA is strongly impaired i.e. neither it changes the holding current (B1) nor it 
decreases the currents steps amplitude (B2).  
C1: XE-991 and TBOA sensitive steps current obtained after subtracting current responses to 
incremental 10 mV depolarising pulses of XE-991 from control (left) and TBOA from XE-991 
(right), respectively. Note that XE-991 removes a slow activating outward current characteristic of 
IM that increases with the amplitude of the depolarizing pulses. Note also that in the presence of 
XE-991, TBOA fails to generate any current.  
C2: Time course of XE-991 and TBOA effects on currents evoked by 30 mV depolarizing and 
hyperpolarizing pulses applied every minute. Representative traces recorded in control, under XE-
991 only, and under TBOA+XE-991 are shown in the right. 
 
 









Figure 50: Average of experiments shows similarity between IM blocker and TBOA effects 
A: Histograms representing the average change in holding currents produced by TBOA between     
-20 mV and -70mV (A1) and net TBOA sensitive steps current amplitude at the different membrane 
potentials reached by hyperpolarizing pulses from -20 mV (A2).  
B: Histograms concerning the action IM blockers (linopirdine and XE-991). Note the strong 
similitude between TBOA and linopirdine histograms. 
 
 
Taken together, these data indicate that under TBOA bath application, there is a selective 
reduction of the non-inactivating, slowly activating K+ IM current. This reduction may be 
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TBOA reduces IM via ambient elevation of glutamate concentration and activation of mGluRs  
 
We next aim to demonstrate that the activation of TBOA is related to the ambient increase in 
extracellular glutamate concentration and mGluRs activation. Indeed, one may argue that TBOA 
has some side effects i.e. acting either as a direct agonist of mGluRs, or direct blocker of IM 
channels. For this purpose the action of TBOA was tested either in the presence of MCPG in order 
to block mGluRs or GPT-Py in order to prevent or reduce the rise in extracellular glutamate 
concentration. These drugs were applied in the presence of ionotropic GABAA and glutamate 
receptors antagonists and TTX around ten minutes before and during TBOA. As summarized in the 
figure 51, in the presence of either MCPG or GPT-Py, TBOA has only minor consequences on the 








Figure 51: Reduction of IM 
current by TBOA is 
strongly impaired by 
MCPG and glutamate 
scavenger. 
A: Same histograms than in 
figure 50A showing here for 
comparison with 
histograms representing 
both the mean change of 
holding current produces 
by TBOA from -20 mV to -
70 mV and the mean TBOA 
sensitive steps currents 
evoked by 10 mV 
incremental 
hyperpolarizing pulses from 
a holding potential of -20 
mV and performed either in 
the presence of MCPG (B) 
or in the presence of GPT-
Py (C). Representative 
traces in each condition are 
shown above each 
histogram (control in black 
and TBOA in red). 
 
PDF Created with deskPDF PDF Writer - Trial :: http://www.docudesk.com
 182 
Taken together these data strongly suggest that TBOA action on IM is due to an increase in 
extracellular glutamate concentration acting on mGluRs.  
To further reinforce the idea that activation of mGluRs mediate the reduction of IM, we 
tested the action of the group I and II mGluRs agonist 1S,3R-ACPD (3-10 µM) in the presence of 
ionotropic GABAA and glutamate receptors antagonists both in current-clamp (n = 3) and in voltage 
clamp (n = 6) mode. The figure 52 illustrates the effect of ACPD (3 µM) in 2 different cells (Figure 
52A is from the same cell shown in figure 50 after the washout of TBOA). Clearly, ACPD increases 
the discharge of pyramidal cells, with the appearance of sADP (Figure 52B) and induces a leftward 
shift of the input/output curve indicating that similarly to TBOA, there is a general increase of cell 







Figure 52:  Direct activation of mGluRs increases pyramidal cells excitability. 
A: Recording of the same pyramidal cell shown in the figure 44 after the washout of TBOA (which 
here corresponds to the control). Likewise to TBOA, ACPD increases the discharge of the 
pyramidal cell in a reversible manner. Note also that there is no sADP at the end of the pulse.  
B: Another example from a P5 pyramidal cell showing that the large increase in cell discharge is 
associated with the generation of a sADP at the end of the pulse.  
C: Input/output curve obtained by plotting the number of spikes during the steps versus the 
amplitude of the current pulses performed during control and during ACPD. Note that ACPD 
induces a leftward shift of the curve indicating that similarly to TBOA, ACPD increases intrinsic 
cells excitability.  
 
To confirm this idea, hyperpolarizing steps of 10 mV increments from holding potential of -
20mV was performed (Figure 53A and 53B). We obtained same results than with TBOA i.e. ACPD 
generates an inward current at -20mV that decreases with hyperpolarisation, it reduces the 
hyperpolarizing step current amplitude and the ACPD sensitive step current isolated after 
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subtraction have similar characteristics comparing to that observed under TBOA (the example 
shown in figure 53A is from the same cell illustrated in figure 45 after the washout of TBOA). 
Moreover, current evoked by incremental depolarizing steps performed from -70 mV are reduced 
by ACPD and the isolated current (in the presence of TTX to avoid any contamination with Na+ 
current) shows that the agonist reduces a slowly activating outward current which amplitude 
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Figure 53:  Direct activation of mGluRs reduces IM current. 
The protocol used to determine if ACPD affects IM is similar to that performed with TBOA and 
shown in figures 45 and 46. 
A: Recording from the same cell shown in figure 45. The control traces correspond to the traces 
recorded after the washout of TBOA. Note that the ACPD sensitive steps currents are strongly 
reminiscent to those shown in figure 45Ba2 under TBOA (A2).  
B: Mean change of holding current produced by ACPD from -20 mV to -70mV (B1) and mean 
TBOA sensitive steps currents evoked by 10 mV incremental hyperpolarizing pulses from a holding 
potential of -20 mV (B2).  
C: Recording from another P6 pyramidal cell in the presence of ionotropic GABA and glutamate 
receptors antagonists and TTX. Superimposed traces showing current response to hyperpolarizing 
and depolarizing pulses of 10 mV increment of 2 seconds duration applied from a holding potential 
of -70 mV in control and during ACPD (C1). C2: ACPD sensitive steps currents. Note that like with 
TBOA, ACPD removes the slowly activating outward current evoked by depolarizing pulses and 
does modify current responses to incremental hyperpolarizing pulses.  
D: Histogram in D1 represents the quantification of ACPD induced net change in holding current 
at the different membrane potentials listed in the abscissa. Histogram in D2 represents the mean 
quantification of the amplitude of ACPD sensitive step currents evoked by depolarizing pulses 
(purple) and hyperpolarizing pulses (grey) from -70mV.  
 
Together these data confirm an interaction between glutamate transporters and mGluRs via 
the ambient increase in extracellular glutamate concentration which consequences is a reduction of 
IM current and an increase of pyramidal cells excitability. 
 
Tonic current is composed by two components 
 
We next reconsidered the tonic current generated by TBOA that, under whole cell 
recordings using Caesium-Gluconate filled pipette solution, was solely mediated by the activation 
of NMDA receptors. We expected that the nature and the relation of the tonic current to the voltage 
may be more complex than that, for example, shown in figure 54 and in several other studies (see  
for example, Jabaudon et al., 1999; Demarque et al., 2002). We thus performed a series of 
experiments in which the relation of the tonic current to the voltage was analyzed in pyramidal cells 
recorded using the perforated patch-technique with a pipette filled by KCl and gramicidin and in the 
presence of AMPA/Kainate receptors antagonist (NBQX at 10 µM), GABAA receptor antagonist 
(gabazine at 5 µM) and TTX (1µM) but in the absence of APV. Cells were recorded at -30 mV (it is 
difficult to have stable recordings at +30 mV with the gramicidin perforated patch). A voltage ramp 
from -30 mV to +20 mV was applied for 5 seconds duration, than a hyperpolarizing ramp from +20 
mV to -90 mV of 11 seconds duration and finally cells were progressively depolarized to -30 mV. 
Ramps were analyzed between +20 mV and -90 mV and I/V relation were constructed by 
subtracting the control ramps from that performed at the peak of the currents. 
 







Figure 54: The tonic current recorded in whole-cell with CsGlu filled pipette solution is mediated 
by NMDA receptors. 
A: P4 pyramidal cell recorded at 30 mV in whole cell with CsGlu filled pipette solution and in the 
presence of gabazine (5 µM). Application of TBOA (100 µM) generated SNOs superposed on a 
tonic current. Voltage ramps from 30 mV to -100 mV were performed during control (1) and at 
different periods of the tonic current (2, 3 and 4).  
B: I/Vs obtained by subtracting the control ramp (1) from ramp 2 (left), 3 (middle) and 4 (right). 
Note that all these I/Vs have characteristics of an NMDA-receptor mediated response.  
C: I/V obtained by subtracting the average of control ramps in 3 cells from average of ramps 
performed during the tonic current in the same 3 cells.  
 
 As shown in figure 55A and 55B, illustrating an entire experiment, application of TBOA 
generated an inward current which relation to the voltage is different from the I/V performed using 
whole cell recordings. Notably the current failed to reverse polarity at least at +20 mV, although 
like NMDA receptor mediated current, it displays a negative slope region for potentials more 
positive than -70, -60 mV with a peak around -20 -30 mV(Figures 55B and 55C). This indicated 
that the current is not solely mediated by NMDA receptors. In order to demonstrate that I/V 
includes a reduction of IM, TBOA was applied in the presence of linopirdine (10 µM) the specific IM 
channel blocker. First, as expected and already mentioned, linopirdine itself generates an inward 
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current (Figure 55A), and the I/V curve shows that the current starts at potential more positive than 
-60mV, growing progressively with the depolarization of the cell (Figure 55B). Subtracting this I/V 
from that obtained under TBOA, gives an I/V characteristic typically of a NMDA receptor mediated 
current which clearly reverses polarity at 0 mV. This suggests that I/V obtained under TBOA, in the 
absence of linopirdine, includes a reduction of IM and a NMDA component. To confirm this idea, 
TBOA was reapplied in the presence of linopirdine and as shown in the figure (55B and 55C), the 
current generated in this condition displays a relation to the voltage that is similar to that obtained 
by subtraction. Therefore tonic current is composed of an NMDA component and of “K+ 




Figure 55:  Dual component of 
the tonic current recorded by 
perforated patch technique with 
KCl pipette solution. 
A: Continuous recording of a 
P5 pyramidal cell at -30 mV in 
the presence of NBQX (10 µM), 
gabazine (5 µM) and TTX (1 
µM) and in which the I/V 
relation of the TBOA mediated 
current was analyzed both in the 
absence and in the presence of 
linopirdine (10 µM). Voltage 
ramps (lower trace) from -30 
mV to +20 mV (5 seconds), from 
+20 mV to -90 mV (11 seconds) 
and from -90mV to -30 mV (6 
seconds) were applied at time 
indicated by numbers (1 to 6). 
Ramps performed between -
20mV to -90 mV were only taken 
into account for the analysis 
shown in B and C.  
B1: On the left, graph showing 
the average current response to 
hyperpolarizing ramps 
performed before and after the 
washout of TBOA (1 and 3) and 
the one performed at the peak of 
the inward current produces by 
TBOA (2). In the middle, graph 
showing current response to 
hyperpolarizing ramps 
performed before (3) and at the 
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peak of the inward current produced by linopirdine (4). On the right, graph showing the average 
current responses to hyperpolarizing ramps performed in the presence of linopirdine before and 
after the washout of the second application of TBOA (4 and 6) and the one performed at the peak of 
the inward current produced by TBOA (5).  
B2: Relation to the voltage of the current mediated by TBOA in the absence of linopirdine (on the 
left) obtained by subtracting average ramps (1 and 3) from ramp 2; of the current mediated by 
linopirdine (in the middle, after subtracting ramp 3 from ramp 4); and of the current mediated by 
TBOA in the presence of linopirdine (on the right, after subtracting average ramps 4 and 6 from 
ramp 5). Graph showed in the insert, represents the difference between the I/V relation of the TBOA 
mediated current in the absence of linopirdine and the I/V relation of the linopirdine mediated 
current.  
C1: On the left, graph showing the average current response to hyperpolarizing ramps performed 
in control (a) and at the peak of the inward current produces by TBOA in 6 cells (b) in the absence 
of linopirdine. On the right, graph showing the average current response to hyperpolarizing ramps 
performed in the presence of linopirdine (a) and at the peak of the inward current produced by 
TBOA in 4 cells in the presence of linopirdine (b). In 3 out of the 4 cells, the control solution 
contained linopirdine from the beginning. Moreover because in some (experiments not taken into 
account for the average) the current produced by TBOA in the presence of the IM blocker was too 
small (around 10 pA, at -30 mV), the concentration of TBOA was raised to 150 µM in 2 out of 4 
cells to increase the amplitude of the tonic current.  
C2: Mean I/V of the TBOA mediated current in the absence (left) and in the presence of linopirdine 
(right). Note that in the presence of linopirdine the current now reverses polarity at 0 mV and I/V is 
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DISCUSSÃO GERAL  
Durante o meu projeto de doutorado estudamos os principais papéis dos 
transportadores de glutamato no controle da atividade cerebral normal imatura 
em ratos neonatais. Esta tese demonstra que os transportadores de glutamato 
controlam rigorosamente a atividade neuronal de rede, evitando 
hiperexcitabilidade anormal do cérebro. Utilizamos o bloqueador não-
transportável dos transportadores de glutamato (DL-TBOA) durante todo o projeto 
de pesquisa como um modelo in vivo e in vitro. Foram avaliados os efeitos da 
inibição do transporte de glutamato desde o comportamento in vivo até os 
mecanismos celulares in vitro com relação ao estado anormal Slow Network 
Oscillations (SNOs) produzido por uma super ativação de receptores de 
glutamato devido ao bloqueio dos transportadores durante o desenvolvimento 
do cérebro.  
Neste capítulo eu discutirei os principais resultados desta tese, proporei um 
"cenário" relacionado à geração de SNOs; a limitação do presente estudo e 
também a eventual pertinência dos resultados in vitro com o padrão 
eletrográfico observado in vivo. 
 
1-) Expressão das SNOs 
Descobrimos que as SNOs ocorrem devido à atividade de ambos os 
receptores GABAA e NMDA. Esta conclusão é baseada em estudos utilizando 
ferramentas farmacológicas (antagonistas dos receptores GABAA e NMDA) e na 
relação entre a corrente das SNOs de acordo com o potencial aplicado. Usando 
registros de patch-clamp whole cell, descobrimos que a bicuculina ou gabazina, 
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bloqueadores dos receptores GABAA, reduzem a amplitude das SNOs e altera a 
sua relação corrente/voltagem (curva I/V). Mais precisamente, houve uma 
mudança despolarizante do potencial de reversão de cerca de -10 mV a 0 mV. 
Isto foi associado com uma mudança na forma da curva I/V, com o 
aparecimento de um declínio negativo entre -60 mV e -20 mV e esta relação se 
tornou linear para potenciais mais positivos do que -20 mV. Esta relação I/V é 
característica de uma corrente mediada pelos receptores NMDA e o 
componente insensível a bicuculina ou gabazina foi bloqueado pelo APV 
(antagonista dos receptores NMDA). No entanto, tal como descrito no Resultado II 
(artigo original Cattani et al., 2007), estes dois componentes foram 
consistentemente observados em interneurônios e, menos explícito, em células 
piramidais nas quais as SNOs foram principalmente mediadas por receptores 
GABAA. Estes resultados possuem uma forte contradição com aqueles obtidos 
utilizando microscopia de dois-fótons e imagem de cálcio onde mostramos que a 
bicuculina não afeta significativamente as ondas de cálcio ligadas com as SNOs 
no stratum pyramidale. De fato, nem a sua ocorrência, nem o número de células 
ativas durante as ondas cálcio de SNOs foram significativamente afetados pela 
bicuculina, enquanto APV as bloqueou totalmente indicando que existe um claro 
componente NMDA em todas essas células piramidais. Isso não foi observado 
eletrofisiologicamente e a explicação poderia ser devido ao fato de que, nestas 
células, o componente das SNOs mediado pelo GABA domina fortemente sobre 
o componente NMDA e, portanto, apresenta uma alta sensibilidade pelos 
antagonistas dos receptores GABAA. Análise da atividade sináptica em células 
piramidais e interneurônios da região de CA1 do hipocampo em desenvolvimento 
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têm demonstrado que as sinapses GABA são estabelecidas antes das sinapses 
glutamato. Assim, a maior parte da atividade registrada nestas células durante os 
primeiros dias de vida é em grande parte mediada por receptores GABAA (Tyzio 
et al., 1999; Ben-Ari, 2001). Essa seqüência aparece mais cedo nos interneurônios, 
de modo que na mesma fase de desenvolvimento, existam eventos mediados 
tanto pelo GABA quanto pelo glutamato (Hennou et al., 2002). Eu proponho que 
o estabelecimento diferente das sinapses GABA e glutamato nas duas 
populações de células explica eletrofisiologicamente porque o componente 
NMDA das SNOs é mais pronunciado nos interneurônios do que em células 
piramidais. Além disso, a possibilidade de que a expressão de receptores NMDA 
extra-sinápticos  (veja abaixo) é mais elevada nos interneurônios do que em 
células piramidais e a diferente composição das subunidades entre as duas 
populações de células não pode ser excluída (ver Monyer et al., 1994). No total, 
podemos estimar que as SNOs são mediadas "pelo menos" por receptores GABA e 
NMDA, em toda a população de células presentes na rede. A expressão "pelo 
menos" é utilizada porque os experimentos relativos às propriedades de SNOs 
foram realizados utilizando registros em modo whole cell, uma condição na qual 
ocorre diálise de segundo mensageiro(s) que irá reduzir qualquer efeito mediado 
por receptores metabotrópicos, e induzir “rundown” das correntes iónicas 
(Kaczorowski et al., 2007). Além disso muitos dos nossos experimentos foram 
realizados com pipetas de registro contendo solução de césio gluconato, que 
bloqueia canais de potássio. Assim, não seria surpreendente se receptores 
metabotrópicos de glutamato também contribuissem para as SNOs, e que a 
relação I/V das SNOs são mais complexas do que a apresentada no nosso artigo 
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(Cattani et al., 2007). Assim, uma vez que estes receptores são ativados pela 
elevação sustentada de glutamato ambiente no espaço extracelular, não há 
dúvida de que mais receptores metabotrópico serão ativados durante as fases 
recorrentes de liberação de glutamato. Para investigar esta possibilidade, as 
propriedades I/V devem ser medidas utilizando a técnica de registro do 
“perforated patch gramicidin” como fizemos para a corrente tônica. 
 
2-) Receptores extra-sinápticos  NMDA contribuem à expressão das SNOs 
A idéia de que os receptores NMDA extra-sinápticos  devem contribuir para 
a expressão das SNOs é baseada tanto em achados da literatura quanto na 
cinética das SNOs. Ficou claramente demonstrado que os transportadores de 
glutamato ajudam a manter o espaço-especificidade da transmissão sináptica, 
impedindo “spillover” de glutamato fora da fenda sináptica e “crosstalk” entre 
sinapses vizinhas (Asztely et al., 1997; Arnth-Jensen et al., 2002; Diamond , 2005). 
Além disso, SNOs têm uma cinética muito lenta com uma latência de alguns 
segundos. Por exemplo, é evidente a partir de nossos registros realizados, na 
presença de bicuculina, que o início lento não é devido a uma somatória 
temporal dos eventos sinápticos mediados puramente pelos receptores de 
glutamato.  
A fim de demonstrar que receptores extra-sinápticos também estão 
envolvidos na geração das SNOs, nós bloqueamos seletivamente e 
poderosamente os receptores sinápticos NMDA (na presença de bicuculina), 
utilizando o bloqueador de canal aberto MK-801. Descobrimos que SNOs foram 
ainda produzidas embora com menor frequência do que na presença de 
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receptores sinápticos NMDA funcionais. Esses dados indicam claramente que o 
glutamato escapa das sinapses ativas e, portanto, SNOs são expressas por 
receptores extra-sinápticos NMDA. O alvo mais plausível para esta escapada de 
glutamato são os receptores NMDA contendo a subunidade NR2B. Esta 
subunidade NMDA, esta presente na fase imatura (Monyer et al., 1994; Cull-Candy 
et al., 2001) e contribui fortemente para as respostas NMDA sinápticas e extra-
sinápticas nas celulas piramidais de CA1 em desenvolvimento, como sugerido 
pela sua sensibilidade ao antagonista seletivo de NR2B chamado ifenprodil (Kirson 
e Yaari, 1996; Kirson et al., 1999). Experimentos preliminares (não apresentados na 
tese) mostram que ifenprodil (3 µM) reduz a amplitude das SNOs em cerca de 
60%, apoiando a contribuição desta subunidade aos receptores extra-sinápticos  
NMDA. Outras subunidades também contribuem para a expressão das SNOs, 
contudo, o fato de que as subunidades dos receptores NMDA podem ter 
conjuntos de composições diferentes (tri-heteromerico ou conter a subunidade 
NR3 sem antagonistas específicos), torna mais difícil o estudo de seus papeis na 
geração das SNOs. Análise de “single channels” representa um método mais 
adequado para este tipo de estudo (Cull-Candy e Leszkiewicz, 2004; Jones e 
Gibb, 2005).  
Seja qual for a composição da subunidade dos receptores extra-sinápticos  
NMDA, sua ativação é suficiente para gerar atividades paroxísticas. Como irei 
discutir abaixo, penso que isto é devido à redução da corrente IM fornecida pela 
ativação de mGluRs.  
Enquanto os nossos experimentos fornecem provas de que existe um 
“spillover” de glutamato das sinapses e uma elevação tônica de glutamato no 
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espaço extracelular, é menos claro se existe também um “spillover” do GABA. 
Não seria surpreendente se este neurotransmissor também pudesse escapar das 
fendas sináptica, uma vez que: (1) SNOs estão associadas com correntes pós-
sinápticas GABA de alta freqüência (2), o transportador GAT-1, o principal 
transportador do GABA, não está totalmente operacional no início desta fase de 
desenvolvimento cerebral (Caillard et al., 1998; Demarque et al., 2002; Sipila et al., 
2004; Marchionni et al., 2007). Para testar essa possibilidade, realizamos alguns 
experimentos (dados não mostrados) onde testamos a ação da gabazina em 
baixas concentrações (0,3-0,5 µM), e assim bloqueamos as correntes pós-
sinápticas (PSCs) GABAA, mas não a corrente tônica GABAA (Bai et al. , 2001), que 
é acreditada em ser mediada pelos receptores extra-sinápticos GABAA. 
Descobrimos que estas concentrações de gabazine ainda reduzem a amplitude 
das SNOs e muda a curva I/V, similar a curva I/V observada após a aplicação de 
bicuculina ou gabazina em concentrações mais elevadas (3-5 µM), indicando 
que o componente GABA nas SNOs é exclusivamente mediado por receptores 
sinápticos. 
 
3-) SNOs são associadas com ondas de cálcio de lenta propagação in vitro 
O objetivo de utilizar a microscopia dois-fótons foi fornecer uma visão global 
da atividade de rede, em milhares de células, durante as SNOs medindo as 
variações de cálcio intracelular, que se acredita refletir os níveis de descarga 
neuronal (Cossart et al., 2005). Gostaríamos de saber se as SNOs aparecem como 
um padrão sincronizado ou não sincronizado dentro da rede local e se elas são 
iniciadas a partir de um grupo específico de células glutamatérgicas, 
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especialmente aquelas localizadas no stratum radiatum (as supostas células 
gigantes). De fato, observamos que SNOs se propagam lentamente, invadindo 
todo a fatia hipocampal e ativa fortemente uma grande população de células, 
por conseguinte, um padrão não-sincronizado. 
A velocidade de propagação das SNOs na fatia é o mais lento tipo de 
evento de propagação (60 µm por segundo em média) em comparação com 
outras atividades ictais descritas na literatura. Foi relatado que, em fatias 
neocorticais desinibidas, a atividade paroxística se propaga com uma 
velocidade de 20-100 milímetros por segundo e no modelo de epilepsia do zero 
magnésio cerca de 100-250  µm por segundo.  
A propagação das SNOs também é a mais lenta das atividades rítmicas 
fisiológicas, incluindo: ENOs que se propagam através da região resgistrada em 2 
milímetros por segundo em média (Garaschuck et al., 2000), GDPs se propagam 8 
milímetros por segundo (Leinekugel et al., 1998), domínios corticais propagam 100 
µm por segundo (Yuste et al., et al., 1995), e as ondas da retina propagam 200 a 
400 µm por segundo (Feller et al., 1997). Curiosamente, Blankenship e 
colaboradores demonstraram que as ondas da retina da fase III são mediadas 
pelo “spillover” de glutamato (Blankenship et al., 2009). Se a onda se propagar 
com uma velocidade elevada (>150 µm por segundo), aumentando este 
“spillover”, mediante a aplicação de TBOA, isto irá reduzir esta velocidade. Isto 
indica que a velocidade de propagação pode ser reduzida pela difusão dos 
transmissores. Eu proponho que esta difusão pode contribuir para a lenta 
velocidade das SNOs.  
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Ondas de cálcio das SNOs aparecem como uma avalanche, ativando 
células progressivamente. Quando a ativação de rede é máxima, as células 
ativadas (mais de 50% das células registradas) permanecem em um estado 
despolarizado por um longo período de tempo. Isto poderia ser explicado pelo 
fato de que a ativação do receptor NMDA permite influxo de cálcio. Além disso 
analisando as ondas de cálcio das SNOs, encontramos grupos de células 
localizadas na camada piramidal de CA1 que são ativados da mesma maneira 
vários segundos antes e durante o máximo pico de ativação, o que sugere que 
estas células poderiam iniciar as SNOs.  
Porém uma ressalva é que, devido à lenta cinética das ondas de cálcio das 
SNOs, a análise da fluorescência do sinal de cálcio é difícil de executar devido à 
forma arredondada do início do pico das ondas de cálcio das SNO (ver 
Resultado III). Portanto, a detecção automática do sinal de cálcio usando o 
software MATLAB detecta a atividade de várias células. Em outras palavras, não 
podemos concluir que o grupo de células detectadas como as pioneiras na 
ativação das SNOs são realmente as iniciadoras da atividade. Para responder a 
esta pergunta deve ser feito um registro orientado de patch clamp whole cell 
nestas células e aplicar um protocolo com “steps” de despolarização ou 
hiperpolarização, a fim de investigar se elas têm um papel na gênese das SNOs, 
semelhante ao desempenhado pelas células hub na coordenação dos GDPs (ver 
anexo III).  
A microscopia dois-fótons tem várias vantagens que nos permite uma 
visualização da atividade das redes com uma resolução celular. Por exemplo, 
utilizando a ampliação de objetiva 10X somos capazes de gravar a atividade em 
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mais de mil células em fatias hipocampais ou neocorticais. Isso permite uma 
visualização em grande escala de redes neuronais locais quando as SNOs ou 
outros eventos de rede (GDPs e ENOs) são gerados. No entanto, a atividade de 
cálcio não reflete totalmente as alterações eletrofisiológicas que ocorrem 
durante a ativação das células. Foi demonstrado que uma espícula de cálcio 
corresponde a um potencial de ação (Cossart et al., 2005), no entanto, a 
resolução temporal (50 a 170 ms por imagem) é um fator limitante ao tentar 
determinar o verdadeiro curso de tempo da atividade neuronal. Por exemplo, 
quando os potenciais de ação cessam, o sinal da fluorescência de cálcio 
também volta à linha de base, mas com uma constante de tempo mais lenta do 
que o sinal eletrofisiológico (registrado na configuração de whole cell). Assim, a 
duração de um GDP, demora em média 1 a 3 segundos (tendo o início da 
atividade quando o sinal fluorescente diminui e o término da atividade quando 
há um retorno total aos valores basais). Ao estimar a duração das ondas de 
cálcio das SNOs encontramos um problema semelhante.  
Outro ponto importante a considerar é o fato de raramente interneurônios 
exibirem sinais proeminentes de cálcio. Mas isto não significa que eles não estão 
ativos e não estão implicados nos eventos de rede. Isto poderia ser explicado 
pelo fato de que os interneurônios dispersos em ambos os stratum radiatum e 
oriens são menos carregados (conseqüentemente menos visualizados por 
imagem de cálcio), com o indicador de cálcio Fura2-AM. Interneurônios 
representam uma subpopulação heterogênea de células diferentes de células 
piramidais pelo seu conteúdo químico (Freund e Buzsaki, 1996; Somogyi e 
Klausberger, 2005). Eles expressam proteínas ligadas ao cálcio como 
PDF Created with deskPDF PDF Writer - Trial :: http://www.docudesk.com
 197 
parvalbumina, calretinina, calbindina, colecistocinina, e somatostatina que 
podem competir com o Fura2-AM pela ligação ao cálcio, de forma ainda não 
conhecida. Além disso, interneurônios podem estar altamente ativos, gerando 
potenciais de ação em um padrão de disparo contínuo, escondendo a 
detecção correta do contraste da fluorescência de cálcio. Interneurônios 
poderiam estar fortemente ativos antes, durante e depois de eventos de rede e a 
resolução temporal da microscopia dois-fótons não é capaz de detectar 
qualquer alteração na fluorescência quando acontecem os episódios. Isto 
significa que essas células podem participar de atividades electrofisiológicas, mas 
não são tomadas em conta na análise do sinal de cálcio. Finalmente, outro 
aspecto técnico a considerar é o possível efeito colateral excitável do carregador 
de cálcio. Fura2-AM é combinado com outros agentes (ácido plurônico e DMSO), 
para ser eficaz em atravessar a membrana celular (formando poros na 
membrana) e isto pode mudar alguma característica intrínseca das células, 
perturbando conductâncias de vazamento (“leak conductances”) e o potencial 
de repouso da membrana. Se isto é verdade, células que estão em um potencial 
de membrana sublimiar podem ser facilmente afetadas levando a geração de 
potencial de ação. Experimentos controle relativos a estas questões devem ser 
realizados, pois podem proporcionar novas perspectivas da dinâmica espaço-
temporal do sinal de cálcio em redes neuronais, bem como o papel das 
propriedades neuronais intrínsecas da atividade neuronal de rede. No entanto, 
embora algumas questões técnicas continuem sendo abordadas, podemos 
concluir que as ondas de cálcio das SNOs não possuem um específico local de 
origem. Isto está em sintonia com os nossos experimentos de micro dissecção (ver 
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Cattani et al., 2007) onde as SNOs podem ser geradas a partir do stratum 
radiatum ou stratum pyramidale. 
 
4-) Elevação sustentada de concentrações de glutamato extracelular é 
instrumental para a geração de SNOs 
Embora este trabalho tenha se concentrado na descrição das SNOs tanto a 
nível celular quanto em toda a rede neuronal, é importante compreender os 
processos que ocorrem na ausência de captação e transporte eficiente de 
glutamato, transformando um padrão de atividade fisiológica em um padrão 
patológico. As experiências que realizamos com o “scavenger” de glutamato 
(GPT-Py; ver Resultado IV) fornecem provas de que a elevação tônica da 
concentração de glutamato no espaço extracelular produzida pelo TBOA 
desempenha um papel importante no início da atividade paroxística. Em 
particular, reduzindo o aumento da concentração de glutamato extracelular 
(observado como uma redução da corrente tônica) reduz fortemente a 
ocorrência das SNOs registradas tanto eletrofisiologicamente quanto usando a 
microscopia dois-fótons e imagem de cálcio (o número de ondas de cálcio das 
SNOs associado à atividade paroxística também foi reduzido; dados não 
mostrados).  
Vários estudos indicam claramente que o glutamato ambiente tem uma 
origem não vesicular e provém de células gliais (Jabaudon et al., 1999; Demarque 
et al., 2002; Cavelier e Attwell, 2005; LeMeur et al., 2007). Em condições fisiológicas 
a concentração basal de glutamato no espaço extracelular na região de CA1 
do hipocampo adulto atinge cerca de 25 nM (Herman e Jahr, 2007) e é suficiente 
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para ativar tonicamente os receptores NMDA, especialmente aqueles que 
contêm as subunidades NR2C/D (LeMeur et al., 2007). Ou a concentração de 
glutamato é menor ou há menos receptores NMDA, e por isso não há ativação 
tônica dos receptores NMDA, em células piramidais imaturas (Demarque et al., 
2002), salvo se os transportadores de glutamato são bloqueados. Nossos dados 
sugerem que os receptores NMDA contendo as subunidades NR2C/D 
desempenham um papel importante na geração das SNOs já que o PPDA, em 
uma concentração que bloqueia especificamente estas subunidades também 
reduz significativamente a ocorrência das SNOs. Curiosamente os receptores 
NMDA contendo o NR1/NR2C ou di-heterômeros NR2D são aqueles que 
apresentam maior afinidade pelo glutamato e a mais baixa sensibilidade de 
voltagem ao bloqueio do magnésio comparado com as outras subunidades (Mori 
e Mishina, 1995; Cull-Candy et al., 2001). Eles são, portanto, os receptores ideais a 
sentirem pequenas variações de glutamato no espaço extracelular e terem 
consequências electrofisiológicas perto do potencial de membrana em repouso 
(estimado em cerca de -75 mV utilizando registros não-invasivos) (Tyzio et al., 
2003). Em contraste com PPDA, o Zn2+ (200 nm) não afetou as SNOs indicando que 
di-heteroméricos NR1/NR2A não desempenham um papel importante na 
geração das SNOs. Determinar o papel das subunidades di-heteroméricas 
NR1/NR2B é complicado pelo fato de que, por um lado, elas contribuem para a 
expressão de SNOs (veja acima) e, por outro, o ifenprodil aumenta 
significativamente a sua ocorrência. A interpretação disto pode ser feita levando 
em consideração o efeito duplo e oposto do ifenprodil (Kew et al., 1996). Este 
composto aumenta a afinidade das subunidades NR2B pelo glutamato se a 
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concentração do neurotransmissor é inferior à sua EC50, mas pode bloqueiar as 
subunidades NR1/NR2B, de forma não competitiva, se a concentração de 
glutamato é superior ao seu EC50 (Kew et al. 1996). Juntos, os dados obtidos com 
ifenprodil fornece algumas informações sobre a concentração extracelular de 
glutamato. Podemos estimar que a elevação de glutamato ambiente deve ser 
inferior a cerca de 1 µM, que corresponde ao EC50 do glutamato pelas 
subunidades NR1/NR2B, enquanto o glutamato que escapa da fenda sináptica 
deve ser superior a 1 µM.  
Este baixo crescimento da concentração ambiente de glutamato é 
suficiente para ativar mGluRs, cujo bloqueio reduz fortemente a ocorrência das 
SNOs, na mesma medida que a redução observada com o glutamato 
“scavenger”. De fato, nossos dados fornecem evidências de que um dos 
principais efeitos da ativação mGluRs é a redução da corrente IM e um 
conseqüente aumento da excitabilidade neuronal. O fato de que a ativação dos 
mGluRs aumenta excitabilidade das células, e afeta a corrente de potássio não é 
novo e foi descrito há vários anos atrás por Charpak e colaboradores (1990; para 
revisão ver também Marrion et al., 1997) No entanto, em seus experimentos 
mGluRs foram ativados diretamente usando agonistas específicos (Charpak et al., 
1990; Marrion, 1997). Nesta tese, nós mostramos que o glutamato ambiente 
agindo sobre os mGluRs bloqueia IM já que a ação do TBOA foi bloqueada pelo 
MCPG, o antagonista de mGluRs de grande espectro, ou pelo glutamato 
“scavenger”. Os mecanismos que ligam a ativação de mGluRs e o bloqueio de IM 
(existem vários possíveis segundo mensageiros envolvidos (Delmas e Brown, 2005)) 
e qual (is) subtipo(s) de mGluRs está/estão envolvidos ainda deve ser 
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determinado. Contudo, os nossos resultados implicam o grupo I ou II dos 
receptores metabotrópicos já que o MCPG bloqueia preferencialmente esses 
grupos e o efeito do TBOA foi reproduzido completamente pelo 1S,3R-ACPD, um 
agonista de ambos os mGluRs dos grupos I e II.  
Seja qual for o subtipo exato ou o segundo mensageiro, o fato de que o 
MCPG ou glutamato “scavenger” reduziram fortemente o efeito do TBOA sobre IM 
e sobre a ocorrência das SNOs, indica a importância desta corrente na geração 
de atividades paroxísticas. Em relação a este resultado foi relatada a presença 
de mutações dos canais de potássio KCNQ (Kv7/M) em casos de convulsões 
neonatais benignas familiares (BFNCs) e numa rara forma de epilepsia idiopática 
(Jentsch, 2000; Cooper e Jan de 2003), e além disso, camundongos sem o canal 
KCNQ têm epilepsia severa (Peters et al., 2005) e o bloqueio desses canais pela 
ação da linopirdine ou XE-991 induz atividade epileptiforme na região imatura de 
CA1 (Pena e Avez-Perez, 2006; Qiu et al., 2007) e potencializa GDPs na região de 
CA3 (Safiulina et al., 2008) (ver também figura 56). Canais de potássio KCNQ 
(Kv7/M) são expressos principalmente no soma e no segmento inicial do axônio 
(Devaux et al., 2004), onde controlam a excitabilidade celular (Hu et al., 2007; 
Shah et al., 2008). De fato, estes canais são responsáveis tanto pela pós-
hiperpolarização média  (mAHP) quanto pela pós-hiperpolarização lenta (sAHP) 
(Storm, 1990; Tzingounis e Nicoll, 2008). O seu bloqueio leva à geração de uma 
pós-despolarização (ADP) e disparos de surtos intrínsecos (Yue e Yaari, 2004), e 
tem sido sugerido que as propriedades de surtos intrínsecos de células piramidais 
imaturas de CA3 é devido à fraca expressão destes canais durante a primeira 
semana pós-natal (Safuilina et al., 2008). Nossos dados indicam que, mesmo se 
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estes canais de potássio estiverem expressos em níveis mais baixos do que em 
adultos, eles ainda o controlam a excitabilidade de células piramidais imaturas 
prevenindo a geração de crises. 
Nossos dados, portanto, indicam claramente que tanto receptores NMDA e 
mGlu são co-ativados pela elevação tônica da concentração de glutamato. Este 
co-ativação leva a uma interação que poderia desempenhar um papel na 
geração das SNOs. Foi demonstrado em vários sistemas que a ativação dos 
mGluRs potencializa resposta mediada por receptores NMDA através dos 
segundo mensageiros, notavelmente a proteína quinase C (Aniksztejn et al., 1992; 
Kelso et al., 1992; Krieger et al., 2000; Pisani et al., 2001) que diminui (ligeiramente) 
a sensibilidade de voltagem dos receptores NMDA ao bloqueio do magnésio 
(Chen e Huang, 1992). Isto pode ajudar a população de células a despolarizar em 
resposta a liberação tônica e fásica (“spillover”) do glutamato. A segunda 
interação que eu proponho desempenha um importante papel mais indireto e 
está relacionada com os efeitos dos mGluRs sobre IM. Como já foi descrito (Brown 
e Adams, 1980; Storm, 1990) e também mostrado em nossos experimentos, IM é 
uma condutância sublimiar de saída que começa a se ativar próximo de -60mV, -
65 mV. Este potencial é o valor correspondente ao início do declínio negativo da 
resposta mediada pelos receptores NMDA. Assim, em condições fisiológicas esta 
corrente providencia um enorme freio prevenindo receptores NMDA de chegar a 
potenciais onde o bloqueio do magnésio é menos eficiente. Portanto, a abertura 
dos canais Kv7 não só hiperpolariza a célula, mas também reduz a resistência de 
entrada da célula e conseqüentemente reduz a capacidade dos receptores 
NMDA de depolarizar a célula levando a geração de potencial de ação. 
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Bloquear ou reduzir IM remove esse freio e permite a plena expressão da resposta 


























Figura 56: Bloqueadores seletivos de canais de potássio dependentes de 
voltagem KCNQ aumenta atividade hipocampal imatura e gera surtos de 
atividade.  
A: Registro de patch-clamp whole cell (traçado superior) de uma célula piramidal 
de CA3 em fatias hipampais de rato (P7). Aplicação de Linopiridina (bloqueador 
dos canais KCNQ; 10 µM) reduz a corrente de potássio IM e aumenta 
intensamente a atividade espontânea imatura (GDPs; mostrada à esquerda). 
Note que os surtos de atividade registrada no potencial de campo (traçado 
inferior) também são mais fortes e menos sincronizados do que no controle.  
B: Outro registro de uma célula piramidal de CA3 de fatias hipocampais com a 
mesma idade mostra surtos de atividade após aplicação na perfusão de XE991 
(outro potente e selectivo bloqueador de canais de potássio dependentes de 
A 
B 
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voltagem KCNQ; 10 µM). Note que os surtos ocorrem de forma recorrente.  Escala 
temporal expandida esta mostrada abaixo dos traçados. 
 
5-) Mecanismo proposto para a geração de crises paroxísticas recorrentes 
Eu acredito que esta interação indireta entre mGluRs/IM e os receptores 
NMDA desempenham um papel fundamental na geração das SNOs. Na 
realidade, a redução de IM induzida indiretamente pelo glutamato ambiente 
torna a rede neuronal mais propensa a gerar crises. Isto unifica a população 
neuronal na rede resultando em disparos sustentados dessas células, que são 
suficientemente despolarizadas.  
Eu proponho que a atividade paroxística é gerada quando a 
despolarização local é suficientemente alta para ativar IM (isto pode ser fornecido 
“artificialmente" por uma estimulação elétrica local; ver figura 57). A ativação 
tônica de receptores NMDA ajuda as células a alcançar esse potencial de 
membrana. E porque IM está tonicamente reduzida, células glutamatérgicas que 
foram localmente despolarizadas geram surtos de potencial ação e liberam 
glutamato. Visto que os transportadores não se ligam nem capturam o glutamato 
de forma eficiente, o neurotransmissor irá ativar os receptores pós-sinápticos e 
também escapar das sinapses ativas ativando os receptores extra-sinápticos  
NMDA (e provavelmente mGluRs) localizados tanto em interneurônios quanto em 
células piramidais. Este “spillover” fásico de glutamato permite o recrutamento de 
mais células do que seria ativado se houvesse apenas uma pura resposta 
sináptica. Células que são ativadas pelo glutamato, por sua vez, geram surtos de 
potenciais de ação porque IM está tonicamente reduzida. Elas, por sua vez, 
liberam glutamato (e GABA) fasicamente, que difunde localmente e ativa 
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receptores sináptico e extra-sinápticos  e etc... Usando uma analogia, se a rede é 
comparada com um grupo de "dominos" alinhados (no qual cada dominó 
representa uma célula individual), SNOs ocorre quando o primeiro dominó é 
empurrado e cai batendo no próximo dominó que cai e bate no próximo em 
seqüência, criando uma onda. No caso das SNOs, os dominós têm uma 
tendência aumentada para cair já que IM esta reduzida; existe um “spillover” de 
glutamato e a consequente ativação dos receptores extra-sinápticos NMDA 
fornece o empurrão. Embora este cenário explique um episódio da atividade 
paroxística, não explica o que proporciona a despolarização inicial que aciona a 
atividade, nem a sua recorrência ou término. 
Uma das características importantes da maturação cerebral é a presença 
de células exibindo atividade autônoma, como por exemplo, células com 
disparos intrínsecos de forma rítmica na presença ou na ausência de 
antagonistas. Essas células tem sido descritas como células piramidais do 
hipocampo na região de CA3 (Sipila et al., 2005; Safiulina et al., 2008), mas 
também células piramidais na região de CA1 (dados pessoais, não mostrados); 
na retina como as células “Starburst Amacrine” (Zheng et al., 2006), na medula 
espinal (Tazerart et al., 2008), onde curiosamente foi descrita uma atividade como 
as SNOs, (Sharifullina e Nistri, 2006). Provavelmente essas células existem também 
no neocórtex em desenvolvimento (Le Bon-Jego e Yuste, 2007). Pode ser que 
esses neurônios desempenham um papel importante na iniciação das SNOs 
como elas desempenham um papel fundamental na geração dos GDPs e das 
ondas da retina (Sipilä et al, 2005, Zheng et al., 2006; Tazerart et al., 2008). A fim de 
determinar se essas células iniciam as SNOs, será interessante investigar se a 
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